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1. uvOoD
1.1. Arahidonska kiselina

Arahidonska kiselina jest dugolancana viSestruko nezasi¢ena masna Kiselina iz
skupine omega-6 masnih kiselina te je druga najzastupljenija omega-6 masna kiselina u
ljudskom tijelu (Rise i sur., 2013). Kemijska formula arahidonske kiseline glasi C20Hz202, a po
kemijskoj je strukturi karboksilna kiselina gradena od 20 ugljikovih atoma i Cetiri dvostruke
veze u cis polozaju, te joj je po nomenklaturi ime sve-cis-5,8,11,14-eikozatetraenska kiselina
(Hanna i Hafez, 2018). U organizmu se najve¢im dijelom nalazi esterificirana u sastavu
fosfolipida stani¢nih membrana skeletnih miSi¢a, mozga, jetre, slezene i mreznice, ali i u

lipidnim tjeleScima stanica imunosnog sustava (Weller, 2016).

Slika 1. Struktura molekule arahidonske kiseline (Hanna i Hafez, 2018).

Fizioloske funkcije arahidonske kiseline temeljene su na njenoj kemijskoj strukturi.
Posjedujuci sve nezasi¢ene veze u CiS polozaju tj. svi atomi vodika kod dvostrukih veza se
nalaze na istoj strani, ona sama pogoduje odrzavanju fluidnosti, fleksibilnosti 1 propusnosti
stanicne membrane, a time utjece i na funkciju membranskih proteina prijenosnika. Takoder
ima vaznu ulogu u odrZavanju cjelovitosti stanica i organela kao i1 vaskularne propusnosti
(Beck, i sur., 1998). Arahidonska kiselina povecava propusnost stani¢ne membrane za Kalcij —
pri niskim koncentracijama kalcija povedéava aktivnost Ca?*-ATPaze, dok pri vi§im

koncentracijama smanjuje aktivnost Ca?*-ATPaze (Oliveira i sur., 2008). Takoder, moze



djelovati na ionske kanale bilo vezivanjem na membranske proteine ili umetanjem izmedu njih,
modificirajuci tako mehanicka svojstva staniéne membrane i modulirajuéi funkciju ionskog
kanala. Arahidonska kiselina ima izravan uc¢inak na nekoliko membranskih kalijevih kanala,
bilo ubrzavanjem njihove inaktivacije ili induciranjem aktivacije kanala (Meves, 2008).
Albumin, kao glavni protein u izvanstani¢noj tekucini, veze masne kiseline te tako povecava
otpustanje arahidonske kiseline iz fosfolipidnog dvosloja 1 na taj nacin smanjuje propusnost
stani¢ne membrane stanica endotela kao i cirkuliraju¢ih stanica (Beck i sur., 1998). Nadalje,
arahidonska kiselina je zbog svoje Cetiri nezasi¢ene dvostruke veze podlozna oksidacijskim

reakcijama kojim nastaju brojni bioloski bitni metaboliti.

Zaklju¢no, arahidonska Kkiselina neophodna je za rast i razvoj organizma,
funkcionalnost imunosnog sustava, te rani neuroloski razvoj. U ljudskoj prehrani glavni su joj
izvor zasi¢ene masti Zivotinjskog podrijetla, a 0Sim u mesu, najvise je ima u Zumanjku jajeta,
tuni i lososu. Osim direktnog unosa, moze se sintetizirati iz linolne kiseline (esencijalne masne
kiseline) koju sadrzavaju oraSasti plodovi te razlicite sjemenke i njihova ulja (npr. suncokret,

Safranika, kukuruz, soja), ali i nastati endogenim putem iz endokanabinoida.



1.2. Metabolizam arahidonske kiseline

U fizioloSkim se uvjetima slobodna arahidonska kiselina nalazi u vrlo malim
koncentracijama, i u unutarstani¢cnom i izvanstanicnom prostoru. Oslobadanje arahidonske
kiseline iz difosfolipida tj. deacilaciju kataliziraju fosfolipaza A2 (PLAZ2, engl. phospholipase
A2), fosfolipaza C (PLC, engl. phospholipase C) i fosfolipaza D (PLD, engl. phospholipase D),
ali jedino je PLA2 oslobada u jednom koraku. Nakon oslobadanja iz stani¢ne membrane ili
lipidnih tjeleSaca, arahidonska kiselina ima tri moguce sudbine: metabolizam (enzimski i

neenzimski put), difuzija u druge stanice ili ponovno vezanje u fosfolipidnoj membrani.

Enzimski put metabolizma arahidonske kiseline ukljucuje enzimske porodice
ciklooksigenaza, lipooksigenaza te citokroma P450, pri ¢emu nastaju eikozanoidi (Slika 2.).
Eikozanoidi, ¢iji naziv potjece od grcke rijeci efkosi koja oznacava broj 20, a odnosi se na broj
ugljikovih atoma u nastalim lipidnim medijatorima (Hanna i Hafez, 2018). Eikozanoidi imaju
pleiotropnu ulogu u upali i imunosnom odgovoru, a svoje autokrine i parakrine u¢inke ve¢inom

ostvaruju aktivacijom receptora povezanih s G proteinima (Kornej i sur., 2022).

A) Metabolizam arahidonske kiseline posredovan ciklooksigenazama (COX) rezultira
nastankom prostanoida — prostaglandina (PG), tromboksana i prostaciklina. Prostanoidi su
klasa heterogenih bioaktivnih eikozanoida s proupalnim, protuupalnim i protrombotskim
ulogama (Beccacece i sur., 2023). Ciklooksigenaza katalizira metabolizam arahidonske kiseline
u dva kratkozivuca intermedijerna spoja, prostaglandin G (PGG) i prostaglandin H (PGH).
Prostaglandin H se dalje metabolizira u PG, prostaciklin (prostaglandin 12, PGI2) i tromboksan
A2 (TXAZ2, engl. thromboxane A2) djelovanjem specifi¢nih enzima: prostaglandin izomeraze

za razlicite prostaglandine, prostaciklin sintaze za PGI2 i tromboksan sintaze za TXA2.

Postoje dvije vrste COX: COX-1 je konstitutivno izrazena u vecini stanica i primarni je
izvor prostanoida sa zaStitnim funkcijama, dok je COX-2 konstitutivno izrazena u mozgu i
bubregu, a u ostalim se stanicama inducira djelovanjem proupalnih ¢imbenika i faktora rasta
zbog Cega se stvaranje prostanoida povezuje s nastankom upale (Khanapure i sur., 2007;
Patrono, 2016). Osim u promoviranju upale, znacajan je i njihov uéinak na hemostazu buduci
da prostaglandini uzrokuju vazokonstrikciju, a tromboksani poti¢u agregaciju trombocita
(Beccacece i sur., 2023). Ovi su ucinci farmakoloski iskoristeni kod nesteroidnih protuupalnih

lijekova koji djeluju kao reverzibilni COX inhibitori te kod acetil salicilne kiseline koja enzime



inhibira ireverzibilno (Grosser i sur., 2011). Disfunkcionalna sinteza i aktivnost prostanoida
ukljuceni u razvoj mnogih kardiovaskularnih bolesti, kao §to su ateroskleroza, hipertenzija,
bolest koronarnih arterija, tromboza i infarkt miokarda. Mnoge studije pokazale su da su u
patogenezu kardiovaskularnih bolesti (KVB) ukljucene genske varijante koje mijenjaju
ekspresiju 1 kataliticku aktivnost prostanoidnih sintaza i receptora. Medutim, ponekad postoje
proturje¢ni podaci, koji vjerojatno ukazuju na drugaciji utjecaj zemljopisnih predaka na

varijante gena (Beccacece i sur., 2023).

Lipoksigenaze kataliziraju oksigenaciju arahidonske kiseline, a svaka lipoksigenaza
tvori zasebnu hidroperoksi-eikozatetraensku kiselinu (HPETE). Nastale HPETE dalje se
metaboliziraju u lipoksigenaznom putu koji dovodi do stvaranja hidroperoksida — leukotriena,
regioizomerne cis/trans konjugirane hidroksieikoza-tetraenske kiseline (HETE), lipoksina i
hepoksilina. Leukotrieni su eikozanoidi koji djeluju kao medijatori upale, bronhokonstriktori i
imunomodulatori, dok lipoksini imaju razlicite bioloSke funkcije, ukljucujuéi regulaciju upalnih
procesa, imunoloskih reakcija, vaskularnog tonusa i agregacije trombocita (Capdevila i Falck,

2001).

B) Citokrom P450 (CYP), mikrosomalni enzimski kompleks koji sudjeluje u metabolizmu
lijekova, katalizira  hidroksilaciju  (monooksigenaciju) arahidonske  Kkiseline u
epoksieikozatriensku kiselinu (EET). Stoga tre¢i metaboli¢ki put ukljuuje metabolizam
mikrosomalnim CYP enzimima pri ¢emu nastaju hidroksidni i epoksidni derivati (Slika 2.).
Unato¢ tome $to su CYP enzimi poznati po metabolizmu lijekova i ksenobiotika, ovaj rad
usredotocit ¢e se na njihovu kljuénu ulogu u regulaciji kardiovaskularne funkcije djelovanjem
na endogene supstrate. CYP epoksigenaze arahidonsku kiselinu pretvaraju u EET, a CYP
hidroksilaze dominantno stvaraju 20-hidroksieikozatetraenoi¢nu kiselinu (20-HETE) (Imig,
2016). Nastale EET: 5,6-EET, 8,9-EET, 11,12-EET i 14,15-EET, regioselektivni su produkti
koji se razlikuju po polozaju dvostruke veze na kojoj se odvila epoksidacija. Sve EET su
bioloski aktivne te djeluju na razli¢ite enzime, transportere i1 receptore u stanicama. Djeluju na
ionske natrijeve, kalijeve 1 kalcijeve kanale, poti¢u vaskularnu relaksaciju, imaju protuupalni
ucinak na endotel te kardioprotektivni u¢inak tijekom ishemijskih dogadaja (Spector i sur.,
2004; Hayran i sur., 2020). Epoksieikozatrienske kiseline dalje se metaboliziraju pomocu
enzima topljive epoksid hidrolaze (sEH, engl. solubile epoxid hidolase) u odgovaraju¢i 1,2-diol
hidroksieikozatetraenske kiseline (DHET). 1,2-diol hidroksieikozatetraenske kiseline se
smatraju biolo§ki manje aktivnima, ali takoder imaju vaznu ulogu u regulaciji homeostaze

arahidonske kiseline (Imig, 2016).



Odabir metaboli¢kog puta arahidonske kiseline ovisi o vrsti stanice u kojoj se odvija
metabolizam te prisutnim patoloskim stanjima i odgovaraju¢im hormonima, citokinima,
neurotransmiterima i sl. (Jane Mitchell i sur., 2018; Sonnweber i sur., 2018; Zhou i sur., 2021).
Sva tri metabolicka puta arahidonske kiseline medusobno su povezana i utjeCu na bioloske
procese u tijelu. Imaju razlicite fizioloSke uloge u kontroli apoptoze, stanicne proliferacije,
metabolizma i vaskularne funkcije, ali i patofizioloske uloge zbog kojih se povezuju s

nastankom mnogih kroni¢nih bolesti, osobito kardiovaskularnih (Zhou i sur., 2021).
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Slika 2. Pregled metabolizma arahidonske kiseline pocevsi od njenog oslobadanja iz stani¢ne
membrane djelovanjem fosfolipaze A2 (PLA2). Jednom kada je u slobodnom obliku, moze se
metabolizirati u eikozanoide kroz tri glavna puta: put ciklooksigenaze (COX), put
lipoksigenaze (LOX) i put citokroma P450 (CYP). U CYP putu djelovanjem CYP epoksigenaza
nastaju epoksieikozatrienske kiseline (EET), a djelovanjem CYP w-hidroksilaza nastaje 20-
hidroksi eikozatetraenoi¢na kiselina (20-HETE). Sve EET se dalje metaboliziraju topljivom
epoksid hidrolazom (sEH) tvoreé¢i manje aktivne dihidroksieikozatrienske kiseline (DHET)

(preuzeto i prilagodeno prema Tacconelli i Patrignani, 2014 te Aliwarga i sur., 2018).



1.3. Djelovanje CYP eikozanoida na kardiovaskularni sustav

CYP epoksigenaze arahidonsku kiselinu pretvaraju u EET, a CYP hidroksilaze
dominantno stvaraju 20-hidroksieikozatetraenoi¢nu kiselinu (20-HETE) (Imig, 2016). Smatra
se kako EET, za razliku od ostalih eikozanoida, imaju kardiovaskularnu zastitnu i protuupalnu
ulogu (Beccacece i sur., 2023). One prvenstveno djeluju na kardiovaskularni sustav gdje
ostvaruju autokrine i parakrine ucinke. Ukratko, EET djeluju vazodilatacijski, protuupalno i
profibrinoliti¢ki te promicu angiogenezu (Lee i sur., 2007; Liu i sur., 2007). Vazodilatacijski
ucinak postizu djelovanjem na glatke miSi¢ne stanice krvnih zila. Takoder mogu izravno
djelovati na hiperpolarizaciju stanice ili neizravno modulirati njen odgovor na druge
vazoaktivne medijatore. lzravno djelovanje temelji se na aktivaciji kalcijem aktiviranih
kalijevih kanala na glatkim mi$i¢nim stanicama ¢ime dolazi do izlaska kalija iz stanice,
hiperpolarizacije i posljedi¢ne relaksacije (Campbell i Fleming, 2010). Indirektno djelovanje
temelji se na interakcijama s endotelinom-1 i dusikovim oksidom (Imig, 2016). S druge strane,
produkti CYP hidroksilaza djeluju vazokonstrikcijski. 20-hidroksieikozatetraenoi¢na kiselina
inhibira kalijeve kanale i aktivira L-tip kalcijevih kanala §to dovodi do povecanja

unutarstani¢nog kalcija u glatkim miSi¢ima krvnih Zila 1 posljedi¢no uzrokuje vazokonstrikciju.

Epoksieikozatrienske kiseline i 20-HETE mogu utjecati i na upalne reakcije glatkih
miSica krvnih zila i endotelnih stanica pri ¢emu EET djeluju kao protuupalni, a 20-HETE kao
upalni medijatori. 20-hidroksieikozatetraenoi¢na kiselinua poti¢e sintezu adhezijskih molekula
i proupalnih citokina poput faktora nekroze tumora a (TNF-o, engl. tumor necrosis factor
alpha), interleukina 1B (IL-1B) i 6 (IL-6), a njeno djelovanje temelju se na aktivaciji nuklearnog
faktora kapa B (NFkB) i stvaranju reaktivnih kisikovih spojeva (Imig, 2016). Nuklearni faktor
kapa B nalazi se u citoplazmi u kompleksu s obitelji inhibicijskih proteina zvanih inhibitori
kapa B (IkB). Nakon aktivacije NFxB signalnog puta, kinaze inhibitora kapa B (IkK)
fosforiliraju 1B $to dovodi do njihove razgradnje proteasomom i oslobadanja NFxB koji se
translocira u jezgru i aktivira transkripciju proupalnih gena. Put NF«B ukljucen je u mnoge
aspekte upale, ukljucujuéi regrutiranje i aktivaciju imunosnih stanica, proizvodnju upalnih

citokina i kemokina te regulaciju prezivljavanja i proliferacije stanica (Visnji¢, 2010).

Pokazalo se da EET imaju protuupalne ucinke i mogu inhibirati aktivaciju puta
NF«B. Mehanizam nije u potpunosti spoznan, ali se vjeruje da ukljucuje inhibiciju kompleksa
IxK sprjecavanjem fosforilacije njegovih podjedinica, koje su neophodne za njegovu aktivaciju.

Dodatno, EET mogu aktivirati transkripcijski faktor u jezgri, peroksisomskim proliferatorom



aktivirani receptor gama (PPARYy, engl. peroxisome proliferator — activated receptor gamma),
koji takoder moze inhibirati put NFkB (Imig, 2012). Taj receptor ima klju¢nu ulogu u regulaciji
metabolizma glukoze i lipida, ali 1 u kontroli upale. Signalni put PPARy aktiviraju razli€iti
ligandi, ukljucuju¢i endogene lipide kao Sto su prostaglandini i sintetski ligandi kao $to su
tiazolidindioni koji se koriste u lijeCenju Secerne bolesti tipa 2. Kada se aktivira, PPARY tvori
heterodimer s receptorom za retinoi¢nu kiselinu koji se nadalje veze na specificne elemente
odgovora u promotorskoj regiji ciljnih gena. Na taj se nacin na transkripcijskoj razni kontrolira
koli¢ina proupalnih i protuupalnih citokina i kemokina (Vis$nji¢, 2010). Upravo zbog
mogucnosti aktiviranja PPARy, EET, a posljedi¢no i enzim CYP2J2, epoksidaza arahidonske
kiseline, kao i istoimeni gen CYP2J2, istraZivani SU u bolestima srca i u SecCernoj bolesti
(Aliwarga i sur., 2018). Node i sur. (1999) otkili su kako EET mogu modulirati upalni odgovor,
izazvan proupalnim citokinima, inhibicijom ekspresije vaskularnih endotelnih adhezijskih

molekula i smanjenjem broja kotrljaju¢ih/adherentnih mononuklearnih leukocita.
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Slika 3. Aktivacija signalnog puta NFkB ukljucuje fosforilaciju inhibitora kapa B (IkB)
djelovanjem kinaza inhibitora kapa B (IkK). Fosforilacija omoguéava konformacijsku
promjenu kompleksa i oslobadanje NF«B te njegovu translokaciju u jezgru gdje potice sintezu
proupalnih citokina i kemokina. Fosforilirani inhibitor kapa B dalje se ubikvitinira i razgraduje

u proteosomu (preuzeto i prilagodeno prema https://sites.tufts.edu/).



https://sites.tufts.edu/

Neocekivano, EET i 20-HETE imaju slicne bioloSke ucinke na remodeliranje
krvnih zila, Sto je bitno za progresiju razli¢itth KVB. Pokazano je da oba medijatora poticu
angiogenezu 1 proliferaciju endotelnih stanica poticuci sintezu faktora rasta vaskularnog

endotela (VEGF, engl. vascular endothelial growth factor) (Imig, 2016).

Promjene u endokrinim, parakrinim i autokrinim c¢imbenicima ukljuene su u
patofiziologiju KVB. Stoga, s obzirom na sve gore navedeno, jasno je da eikozanoidi nastali
CYP metabolizmom imaju bitnu ulogu u njihovom nastanku. Posljedi¢no, taj metabolicki put
predstavlja noviju terapijsku metu u lijeCenju KVB. Brojne su studije pokazale da povecanje
koncentracije EET ili primjena njihovih analoga te inhibicija sEH ima zastitne u¢inke kod
raznih KVB, ukljucujuéi hipertenziju, infarkt miokarda i zatajenje srca (Lai i Chen, 2021).
Agonisti i antagonisti 20-HETE procijenjeni su u ishemijskoj reperfuzijskoj ozljedi. Osim ve¢
gore opisanog ucinka na endotel, EET reguliraju i metabolizam lipoproteinskih Cestica.
Pokazano je da inhibicija sEH, koja rezultira poviSenom koncentracijom EET, smanjuje
koncentraciju ukupnog kolesterola i lipoproteina niske gustoée, a povisuje koncentraciju

lipoproteina visoke gustoce (Shen i sur., 2014).



1.4. Uloga polimorfizama CYP2J2 u nastanku kardiovaskularnih bolesti

Mikrosomalni enzim CYP2J2 jedan je od glavnih epoksigenaza arahidonske
kiseline, primarno eksprimiran u srcu i endotelu koronarnih arterija, te manje u jetri, bubrezima,
skeletnim miSi¢ima, plu¢ima, mozgu, gusSteraci i gastrointestinalnom traktu (Berlin i sur.,
2011). CYP oznacava superporodicu membranski vezanih enzima koji kataliziraju reakcije
monooksigenacije — oksidiraju molekulu supstrata koriste¢i molekularni kisik; jedan atom
kisika dodaje se supstratu, a drugi se reducira do molekule vode. Kao izvor elektrona koriste
NADPH iz citokrom P 450 reduktaze. Na temelju homologije u njihovim genskim sekvencama,
dijele se na obitelji CYP gena (> 40 % homologije) i podobitelji (> 59 % homologije). CYP2J2
jedini je ¢lan CYP2J podobitelji u ljudi (Rendi¢, 2016).

Gen CYP2J2 smjesten je na prvom kromosomu; sadrzi devet egzona i osam introna
(Xu i sur., 2013). Genska ekspresija CYP2J2 regulirana je vezanjem transkripcijskih faktora
aktivator proteina-1 (AP-1) i specifiénog proteina 1 (Spl) na specifiécne DNA sekvence u
promotorskoj regiji gena (Murray, 2016). Transkripcijski faktor AP-1 podrazumijeva skupinu
transkripcijskih faktora gradenih kao dimer Fos i Jun proteina. Fos i Jun obuhvacaju obitel;
unutarstani¢nih proteina koji se sintetiziraju kao odgovor na razli¢ite izvanstanicne signale, kao
Sto su faktori rasta, citokini i stres (Visnji¢, 2010). Faktori AP-1 vezu se na element AP-1 na
DNA (TGA(C/G)TCA) te reguliraju transkripciju brojnih gena ukljucenih u stani¢nu
proliferaciju, diferencijaciju, apoptozu i odgovora na podrazaje (Isern i sur., 2011).
Transkripcijski faktor Spl predstavlja protein koji se veze na element Spl na DNA
(GC(GIT)GG(G/A)CG) (Nagaoka, 2001). Pretpostavljena su Cetiri vezna mjesta za Spl koja se
nalaze na polozajima nukleotida 71, 76, 90 i 110 uzvodno od translacijskog mjesta zbog ¢ega
se pri oznacavanju mjesta vezanja ispred polozaja vezanja piSe minus (Berlin i sur., 2011). U
procesu ekspresije gena CYP2J2, elementi AP-1 se vezu na promotor gena i poticu njegovu
ekspresiju. Vezanje proteina Sp1 ne potice izravno ekspresiju gena veé element Spl ima ulogu
pojacivaca koji pojacava aktivnost AP-1 i tako indirektno povecava ekspresiju gena. Stoga,
elementi AP-1 i Spl zajedno imaju vaznu ulogu u regulaciji ekspresije gena CYP2J2 (Zhang i
sur., 2017).



Tablica 1. Popis polimorfizama CYP2J2 i njihova povezanost s aktivnosti enzima CYP2J2 in

vitro (preuzeto i prilagodeno s www.pharmvar.org i prema Berlin i sur., 2011).

Polimorfizam

Promjena c.DNA

Enzimska aktivnost

CYP2J2 *1 divlji tip Normalna aktivnost
CYP2J2 *2 C.427A>G Smanjeni metabolizam AA i LA
CYP2J2 *3 c.472C>T Smanjeni metabolizam AA i LA
CYP2J2 *4 C.575T>A Smanjeni metabolizam AA
CYP2J2 *5 €.1024G>A Normalna aktivnost
CYP2J2 *6 C.1210A>T Smanjeni metabolizam AA i LA
CYP2I2 %7 . 76GST Smanjena transkr-ipcija zbog gubitka
veznog mjesta za Spl
CYP2J2 *8 €.934G>A Nedostatak aktivnosti
CYP2J2 *9 €.1052C>T Normalna aktivnost
CYP2J2 *10 €.344C>T Smanjena funkcija

AA — arahidonska kiselina; LA — linolna kiselina

Zamjene pojedinih nukleotida u genu uzrokuju nastanak varijanti gena. Ukoliko je
uCestalost te varijante u populaciji > 1 %, tada se ona naziva polimorfizam
(wwwe.struna.ijhh.hr). Do sada je identificirano ve¢i broj varijanti gena CYP2J2, a u Tablici 1.
navedeni su oni za koje je poznat utjecaj na enzimsku aktivnost. Svi polimorfizmi posljedica su
zamjene jednog nukleotida (SNP, engl. single nucleotide polymorphism) koji mijenjanju

gensku sekvencu, a mogu imati utjecaj i na pripadajuci protein.

Sukladno Drusvu za varijacije ljudskog genoma (engl. Human Genome Variation
Society), genske varijante pisu se kao: “prefiks” “pozicija_zamjene” “referentni_nukleotid” ”>"
“novi_nukleotid”, gdje prefiks moze biti g., m., c. ili n. ovisno radi li se o sekvenci genomske,

mitohondrijske, kodirajuce ili nekodiraju¢e DNA. Proteinske varijante pisu se kao: “prefiks”

29 <¢ 2 <¢

“aminokiselina” “pozicija” “nova_aminokiselina”, pri ¢emu se kao prefiks koristi 'p' kao

oznaka za protein (www.varnomen.hgvd.orgq)

Klini¢ki do sada najznacajniji polimorfizam je CYP2J2 *7 (rs890293) uzrokovan
zamjenom gvanina timinom u promotorskoj regiji za Sp1 na poziciji -76 (c.-76G>T), jedino za


http://www.pharmvar.org/
http://www.varnomen.hgvd.org/

ovaj polimorfizam postoje dokazi povezanosti s bolesti. Budu¢i se radi o SNP-u u nekodirajucoj
regiji gena, ova varijanta ne uzrokuje promjenu u proteinu, ali mijenja sekvencu veznog mjesta
za Sp1 te posljedi¢no smanjuje aktivnost gena za 48 % (Xu i sur., 2013, Spiecker i sur., 2004).
Ucestalost ovog polimorfizma je razlicita u razli¢itim etnickim skupinama. Najveca ucestalost
zabiljeZena je u africkoj populaciji (14,21 %), najmanja u amiskoj (1,43 %) dok je ucestalost u

europskoj populaciji (bez Finaca) 7,01 % (https://gnomad.broadinstitute.org).

S obzirom na ulogu enzima CYP2J2, znacajnost polimorfizma CYP2J2 *7
proucavana je uglavnom kod KVB, s proturjecnim rezultatima medu razli¢itim etnickim
skupinama. Istrazivanja su sumarno prikazana u Tablici 2. Suprotstavljena opazanja izmedu
razli¢itih etnickih skupina donekle su ocekivana zbog razlicitih fizioloskih, okoli$nih i
patoloskih stanja ispitanika (Aliwarga i sur., 2018). Marciante i sur. (2008) dokazali su
povezanost izmedu pojedinih polimorfizama CYP2J2 i infarka miokarda kod bijelaca, ali

zanimljivo, ne i s CYP2J2 *7 polimorfizmom.


https://gnomad.broadinstitute.org/

Tablica 2. Povezanost polimorfizma CYP2J2 *7 s rizikom nastanka razli¢itih bolesti

(nadopunjeno prema Berlin i sur., 2011 te Aliwarga i sur., 2018).

Drzava ili

populacija na

Broj ispitanika:

Otkrivena

Bolest kojoj se povezanost s Istrazivanje
. slu¢ajevi/kontrole
provodilo CYP2J2 *7
istraZivanje
Bolest Njemacka 289/255 Da (Spiecker i sur., 2004)
koronarnih
B Njemacka 2.547/696 Ne (Hoffmann i sur., 2007)
arterija
Koronarna bolest ~ Afroamerikanci 200//260 Da (Lee i sur., 2007)
srca Bijelci 692/493 Ne (Lee i sur., 2007)
Njemacka 1.350/1.197 Ne (Hoffmann i sur., 2007)
Kinezi Han 200/200 Da (Liu i sur., 2007)
Infarkt miokada
Njemacka 1.000 Ne (Borgel i sur., 2008)
Juzna Indija 287/600 Da (Arun Kumar i sur., 2015)
Akutni koronarni
sindrom i . )
Njemacka 289/255 Ne (Spiecker i sur., 2004)
moZdana
ishemija
Kina 200/350 Ne (Zhang i sur., 2008)
Mozdani udar .
Svedska 5.740 Ne (Fava i sur., 2012)
Afroamerikanci 108/107 Ne (Dreisbach i sur., 2005)
Afroamerikanci 76/73 Ne (King i sur., 2005)
Bijelci 123/116 Da, smanjen rizik (King i sur., 2005)
Hipertenzija
Rusija 295/281 Da (Polonikov i sur., 2008)
Saudijska Arabija 116/250 Da (Alghasham i sur., 2012)
Juzna Indija Ne (Arun Kumar i sur., 2015)
Astma Rusija 215/214 Da (Polonikov i sur., 2007)
Renotoksi¢nost
izazvana o o
o Bijelci 163 Ne (Smith i sur., 2008)
inhibitorima
kalcineurina
Psorijaza Turska 94/100 Da (Hayran i sur., 2020)




1.5. Utjecaj epoksieikozatrienske kiseline na razvoj fibrilacije atrija

Fizioloski sréani ritam posljedica je pravilnog generiranja i provodenja akcijskog
potencijala. U tome najvazniju ulogu ima tzv. neuromuskulatura srca koja se sastoji od podrazajnih i
vodljivih vlakana sa sposobnoséu samostalnog generiranja akcijskog potencijala. Nastajanje
akcijskog potencijala u neuromuskulaturi objasnjeno je pove¢anom propusnosti membrane za
natrijeve ione zbog ¢ega Na™ stalno ulazi u stanicu, a kada se dosegne prag podrazaja dolazi i
do ulaska Ca?" te kontrakcije. Repolarizacija i hiperpolarizacija postizu se izlaskom K*. Svaka
stanica neuromuskulature stvara svoj akcijski potencijal, ali razli¢itim frekvencijama. Zbog
svojstva refrakternosti oCuva se samo onaj potencijal koji se stvara najve¢om frekvencijom, a
on fizioloski nastaje u sinus-atrijskom (SA) ¢voru zbog Cega se naziva i sréani elektrogeni
predvodnik. Na nastali akcijski potencijal, radna muskulatura srca koju ¢ine atrijski i
ventrikulski miSi¢, odgovara kontrakcijom. Bilo koji poremecaj u stvaranju ili provodenju
akcijskog potencijala u srcu moze uzrokovati poremecaj sr¢anog ritma odnosno aritmiju

(Guyton i Hall, 2011; Mirat, 2003).

Fibrilacija atrija naj¢es¢i je tip aritmije u ljudi. Karakterizira ju preplavljenost atrio-
ventrikulskog provodnog sustava mnostvom akcijskih potencijala koji se generiraju u atrijima
te gubitak funkcije SA ¢vora kao elektrogenog predvodnika. To rezultira neuskladenim
prijenosom signala i izostankom kontrakcije; atriji gube svoju funkciju pumpe te se smanjuje
sréani udarni volumen. Ovakvo stanje posebno pogoduje nastanku tromba, a tromboticki
dogadaji jedna su od najéesc¢ih komplikacija i uzroka smrtnosti kod pacijenata koji boluju od
atrijske fibrilacije (Dubenik, 2003).

Undulacija atrija nastaje kruZenjem impulsa u atriju, a sastoji se od izrazito
pravilnih oscilacija koje nastaju zbog usporenog provodenja signala u atrio-ventrikulskom
(AV) ¢voru (Dubenik, 2003). Glavna razlika izmedu ove dvije vrste aritmija je u tome §t0 Se
fibrilacija atrija karakterizira kaoti¢nim, nekoordiniranim trzajevima miSi¢a atrija koji se
kontrahiraju u nepravilnim intervalima, dok se undulacija atrija odnosi na nepravilne, ali
koordinirane valove kontrakcije atrija. Uzroci i hemodinamicke posljedice undulacije atrija iste
su kao 1 fibrilacije, zbog ¢ega se te dvije vrste aritmija 1 po Medunarodnoj klasifikaciji bolesti
svrstavaju pod jednaku klasu — 148 (Hrvatski zavod za javno zdravstvo, 2012; www.msd-

prirucnici.placebo.hr).
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Budu¢i da je za generiranje 1 provodenje elektricnog impulsa bitna regulacija
koncentracijskog gradijenta pojedinih elektrolita, klju¢nu ulogu u odrzavanju sr€anog ritma
imaju ionski kanali. Posljedi¢no, svi ¢imbenici s djelovanjem na ionske kanale i ravnotezu
elektrolita imaju mogu¢nost modifikacije sr¢anog ritma i1 djelovanja na aritmije. Nedavna
istrazivanja pokazuju djelovanje EET na aktivnost natrijevih, ATP-osjetljivih kalijevih i L-tip
kalcijevih kanala u miocitima $to ih ¢ini vaznim ¢imbenicima u razumijevanju mehanizama
sr¢anih aritmija (Westphal i sur., 2013). Njihova djelovanja ve¢inom posreduje inhibicija
natrijevih kanala i aktivacija kalijevih kanala $to rezultira usporenim kontrakcijama srca i

bradikardijom. Takvi ucinci u potpunosti su suprotni mehanizmima fibrilacije atrija.

NORMALNI PUTEVI
FROVODENJA SIGNALA

ABNCRMALNI PUTEVI
PROVODENJA SIGNALA

fevi atrj jevi atrj

SA &vor

evi atyy —— N \§ Hevi
ventrikl )

§ ___ fevagrat

desna grana desna grana

Purkinjeova Purkinjeova
desni ventrik o

=ni ventrik 5
desni ve vizknza vizkna

Slika 4. Razlika u fizioloskom provodenju elektricnog impulsa i onog kod fibrilacije atrija.

(Preuzeto i prilagodeno prema www.stopafib.org).

SA ¢vor — sinus-atrijski ¢vor; AV ¢vor — atrio-ventrikulski ¢vor

Osim kljuéne uloge elektrolita u regulaciji sr€anog ritma, u posljednje vrijeme sve
se viSe pozornosti posvecuje 1 fibrozi. Kao i svaki drugi organ, i srce je podloZno nastanku
fibroze — slozenom procesu koji ukljucuje povec¢anu aktivnost fibroblasta i proizvodnju proteina
izvanstanicnog matriksa. Jednom aktivirani profibrotickim podrazajima, miofibroblasti mogu
Ciniti 1 do 75 % stanica sr¢anog miSic¢a. Postoje snazni dokazi koji podupiru uklju¢enost fibroze
u patofiziologiju fibrilacije atrija. Istrazivanja su pokazala da srana fibroza mijenja
elektrofizioloSka svojstva sré¢anog tkiva, ukljucujuéi produzenje trajanja akcijskog potencijala
1 smanjenje kontraktilnosti sr¢anog misic¢a $to moze potaknuti razvoj aritmija. Uznapredovala

fibroza atrija povezana je s ¢eS¢im paroksizmima atrijske fibrilacije, transformacijom aritmije
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u trajni tip i smanjenom ucinkovito$¢u antireumatskih lijekova (Xintarakou i sur., 2020).
Nadalje, novi dokazi ukazuju da je fibrilacija atrija povezana i s pove¢anom razinom proupalnih
citokina i upalom opcenito. Zbog toga smanjenje upale i reverzija strukturalnog preoblikovanja

sve vise postaju fokus novih terapijskih strategija za prevenciju atrijske fibrilacije.

Zbog ve¢ ranije opisanih kardioprotektivnih uéinaka, enzim CYP2J)2 i EET
proucavani su u sklopu patofiziologije fibrilacije atrija. Westphal i sur. (2013) prvi su izvijestili
da su transgeni misevi s prekomjernom ekspresijom gena CYP2J2 u kardiomiocitima poboljsali
biosintezu EET, smanjujuci razvitak aritmija i atrijske fibrilacije tijekom maladaptivne sréane
hipertrofije. Dodatno, lije¢enje inhibitorom SEH ¢ime je produZeno djelovanje, a time i
koncentracija EET, znacajno je smanjilo upalu, oksidativni stres te strukturno i elektricno
remodeliranje atrija. Zabiljezeno je i da su EET smanjile aktivnost miofibroblasta, uzrokovale

njihovu transdiferencijaciju i u konac¢nici smanjile src¢anu fibrozu.

Ovakva djelovanja EET objasnjavaju se djelovanjem na signalni put aktivacije
NF«B i PPARy ¢ime djeluju protuupalno te modulacijom signalnog puta posredovanim
transformirajué¢im faktorom rasta f (TGF-p, engl. transforming growth factor f) koji djeluje
kao najbitniji regulator fibroze. Svoje djelovanje ostvaruje vezanjem na receptor TGF-B koji
zatim aktivira unutarstani¢ne proteine Smad (engl. Suppressor of Mothers against
Decapentaplegic). Oni djeluju kao transkripcijski faktori te se nakon aktivacije translociraju u
jezgru i reguliraju ekspresiju gena. Smad put ima i profibrotic¢ke i antifibroticke ucinke, ovisno
o specifiénom uklju¢enom proteinu Smad i vanjskim podrazajima. Kao §to je prikazano na Slici
5., Smad2/3 potice fibrozu pojacavanjem ekspresije komponenti izvanstani¢nog matriksa, dok
Smad7 inhibira put Smad2/3 1 ima antifibrotski ucinak. U stanjima prekomjerne fibroze cesto
je smanjena ekspresija Smad7, Sto dovodi do povecane aktivacije puta TGF- / Smad2/3
(Visnji¢, 2010; Xintarakou i sur., 2020).

Bitnu ulogu u kontroli ovog signalnog puta imaju i mikro RNA molekule (miRNA)
koje na posttrankripcijskoj razini poticu degradaciju ili potiskuju translaciju mRNA molekula
vezanjem na njihovu 3' neprevedenu regiju. Smatra se da najvazniju ulogu u doprinosu fibrozi
imaju miR-21, miR-29 i miR-200. miR-21 poti¢e fibrozu smanjujuci ekspresiju Smad7, ¢ime
se poboljsava put TGF-p / Smad2/3. Nasuprot tome, miR-29 i miR-200 imaju antifibroticke
ucinke (Meng i sur., 2015; Zhang i sur., 2022).
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Spomenutim istrazivanjima Westphal i sur. (2013) pokazano je kako EET uzrokuju
smanjenu fosforilaciju 1 aktivnost Smad2/3, obnavljaju ekspresiju Smad7, smanjuju
inhibicijsko djelovanje miR-21, sto je ukupno uzrokovalo transdiferencijaciju miofibroblasta i

smanjenje atrijske fibroze. Dio antifibrotskih u¢inaka EET posredovan je i aktivacijom PPARY.

miR-200

[ Fibroza )

Slika 5. Signalni put TGF-B ukljucuje aktivaciju tirozin kinaznog receptora. Unutarstani¢ni
signalni putevi ukljuuju fosforilaciju Smad2/Smad3, njihovu translokaciju u jezgru,
povezivanje sa Smad4 te transkripciju proteina izvanstani¢nog matriksa. Obrada transkripata
mi-21 ili miR-192 pogoduje translaciji, dok obrada miR-29 ili miR-200 ko¢i daljnju translaciju
1 djeluje antifibrotski. Dodatno, aktivacija Smad?7 inhibira fosforilaciju Smad2/Smad3 i koci

korak transkripcije (preuzeto i prilagodeno prema Meng i sur., 2015).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Fibrilacija atrija najces¢i je tip aritmije u ljudi te predstavlja znacajan teret za javno
zdravstvo, s obzirom na njezinu ¢estu pojavu te povezanost s pove¢anim rizikom od mozdanog
udara i sr¢anog zatajenja. Do sada, nekoliko je istrazivanja (prikazanih u Tablici 2.) istrazilo
povezanost polimorfizma CYP2J2 *7 s povecanim rizikom razvoja KVB — bolesti koronarnih
arterija, hipertenzije, infarkta miokarda i mozdanog udara, no rezultati izmedu razlicitih

etnickih skupina bili Su proturjecni.

Budu¢i su istrazivanja na Zzivotinjskim modelima pokazala kako miSevi s
prekomjernom ekspresijom gena CYP2J2 imaju manju sklonost razvoja aritmija i atrijske
fibrilacije pod uvjetima prekomjernog opterecenja srca (Westphal i sur.,, 2013) te je
patofiziologija aritmija povezana s promjenama u aktivnosti ionskih kanala, fibrozom i upalom,
¢iji su glavni modulatori u kardiovaskularnom sustavu upravo EET, ovaj rad ima za cilj ispitati
imaju li ispitanici s polimorfizmom CYP2J2 *7 ve¢i rizik razvoja fibrilacije atrija u hrvatskoj

populaciji.

Postavljena hipoteza glasi: postoji povezanost polimorfizma CYP2J2 *7 i fibrilacije atrija.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici

U ovo istrazivanje ukljucen je 281 ispitanik iz kohorte uspostavnog istrazivackog
projekta Hrvatske zaklade za znanost (HRZZ-UIP-2020-02-8189, voditeljica projekta: doc. dr.
sc. Tamara Bozina) naziva Uloga farmakogenomike u predvidanju nuspojava
kardiovaskularnih lijekova (PGx-CardioDrug). Istrazivanje je odobreno od strane etickih
povjerenstava Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu i1 Klinickog bolnickog centra
Zagreb. Svi ispitanici potpisali su informirani pristanak za dobrovoljno sudjelovanje u
istrazivanju i prethodno su upoznati s njegovim ciljevima. Zbog pokazane razlike u ucestalosti
polimorfizma u razli¢itim etni¢kim skupinama, bitno je naglasiti kako su svi sudionici

istrazivanja Hrvati.

Prisutnost fibrilacije atrija ili tromboze, demografski podaci o ispitanicima (dob i
spol) te podaci o generalnim Cimbenicima rizika za razvoj KVB (prisutnost dislipidemije,

hipertenzije i Secerne bolesti) prikupljeni su iz medicinske dokumentacije ispitanika.

Nasumi¢ni uzorak ispitanika dobiven iz kohorte postignut je genotipiziranjem
CYP2J2 *7 onih ispitanika koji su na terapiji rivaroksabanom zbog fibrilacije atrija ili duboke
venske tromboze (dalje u tekstu samo ,,tromboza“). Budu¢i da je fibrilacija atrija, uz opsezne
kirurSke zahvate, najznacajniji rizi¢ni ¢cimbenik za razvoj tromboze (Ciarambino 1 sur., 2023),

ispitanici koji su imali obje bolesti iskljuceni su iz istrazivanja.

Ispitanici su svrstani u skupinu s fibrilacijom atrija ukoliko trenutno imaju
dijagnosticiranu fibrilaciju ili undulaciju atrija — dijagnoza 148 prema Medunarodnoj
klasifikaciji bolesti i srodnih zdravstvenih problema (Hrvatski zavod za javno zdravstvo, 2012)

ili su u proslosti zbog tog razloga bili podvrgnuti krioizolaciji pluénih vena.

Dislipidemijom smatrano je svako odstupanje u lipidogramu ukljuc¢ujuéi dijagnoze
E78.0 — E78.9 prema Medunarodnoj klasifikaciji bolesti i srodnih zdravstvenih problema
(Hrvatski zavod za javno zdravstvo, 2012).

Seéerne bolesti tipa 1 i 2 te intolerancija glukoze (tzv. predijabetes) zajedno su

promatrani kao Se¢erna bolest.
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3.2. Izdvajanje DNA

Izdvajanje DNA iz pune krvi provelo se uporabom komercijalnog kompleta
reagenasa QIAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka) koji ima oznaku CE-
IVD, u skladu s EU Direktivom 98/79/EC. lzdvojena DNA ovim kompletom reagenasa je
veli¢ine do 50 kb, a prevladavaju fragmenti od 20-30 Kb.

Komplet reagenasa sastoji se od kolona za odvajanje DNA (QIAamp® Mini Spin
Columns), epruveta za prikupljanje DNA (Collection Tubes, 2 mL), pufera za lizu (AL i ATL),
koncentriranih pufera za ispiranje (AW1 i AW?2), pufera za eluiranje (AE) te proteaze
(QIAGEN® Protease) i otapala za proteazu. Otopina proteaze priprema se iz QIAGEN®
Protease liofilizata dodatkom 1,2 mL otapala. Puferi AW1 i AW?2 resuspendiraju se u

prikladnom volumenu 96 % etanola.

Za oslobadanje DNA iz leukocita te odvajanje od proteina, u mikroepruvetu
volumena 1,5 mL pipetira se 200 pL pufera za lizu AL, 20 nL. QIAGEN® Protease te 200 pL
pune Krvi ispitanika. Smjesa se promijesa pomocu vrtlozne mijeSalice do homogenizacije te
inkubira na 56 °C tijekom 10 minuta. Dodaje se 200 pL 96 % etanola, ponovno se promijesa
na vrtloznoj mijesalici i kratko centrifugira. Smjesa se zatim pipetira na QlAamp® Mini Spin
kolonu smjestenu u epruvetu za prikupljanje DNA volumena 2 mL te centrifugira pri 8 000
okretaja u minuti tijekom 1 minute. Bitno je provjeriti nakon centrifugiranja je li kolona
“prazna“, odnosno je li cijeli lizat prosao kroz nju u mikroepruvete za prikupljanje filtrata. Pufer
za lizu AL sadrzi kaotropne soli (gvanidijev klorid), a pri takvim uvjetima visoke ionske jakosti
1 pH < 7, DNA se selektivno veze za silika membranu, dok se proteini 1 ostala oneciS¢enja
ispiru. Eluat se nakon centrifugiranja odbacuje, a kolona se premjesta u novu epruvetu od 2 mL.
Na kolonu se zatim dodaje 500 pL pufera za ispiranje AWL1 te ponovno centrifugira pri istim
uvjetima. Eluat se ponovno odbacuje, a kolona se premjesta u novu epruvetu za sakupljanje. Na
kolonu se dodaje 500 uL pufera za ispiranje AW2 te centrifugira pri 14 000 okretaja u minuti
tijekom 3 minute. Ovi koraci ispiranja DNA puferima za ispiranje AW1 i AW2 omogucuju
odvajanje DNA od zaostalih proteina i drugih necisto¢a. Prema preporuci proizvodaca, kolona
se premjesta u novu mikroepruvetu od 2 mL te jo§ jednom centrifugira 1 minutu pri 14 000

okretaja u minuti kako bi se uklonio sav potencijalno zaostali pufer za ispiranje AW?2.
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Slika 6. lzdvajanje DNA uporabom komercijalnog kompleta reagenasa QlAamp® DNA Blood
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka) (preuzeto i prilagodeno prema QIAamp® DNA Mini and
Blood Mini Handbook, 2016., Qiagen, Hilden, Njemacka).

Kolona se zatim premjesta u novu mikroepruvetu od 1,5 mL nakon cega se dodaje
200 pL pufera za eluiranje AE. Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi (15 — 25 °C) tijekom 1
minute, kolona se centrifugira na 8 000 okretaja u minuti tijekom 1 minute. Dobiveni eluat
sadrzi izdvojenu DNA koja se pohranjuje na 2 — 8 °C do analize. Duljina izolirane DNA iznosi

do 50 000 parova baza (www.giagen.com). Shema izdvajanja je prikazana na Slici 6.

18


http://www.qiagen.com/

3.3. Odredivanje ¢istoce i koncentracije izolirane DNA

Koncentracija i ¢istoca izolirane DNA odreduje se spektrofotometrijski mjerenjem
apsorbancije na 260 i 280 nm. Metoda je brza i jednostavna jer nisu potrebni dodatni reagensi,
a za mjerenje je koristen spektrofotometar NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD).

Za kalibriranje uredaja je kao slijepa proba primijenjen TE pufer ¢ime se uklonio
odziv instrumenta na sastavnice matriksa. Neposredno prije mjerenja, uzorak je potrebno
promijesati do homogenizacije DNA te se takav homogeniziran uzorak pipetira (1 pL) na

uredaj.

A) Koncentracija DNA izraCunava Se na temelju opticke gusto¢e (OD, engl. optical

density) otopine pri valnoj duljini od 260 nm prema sljedec¢oj formuli:

koncentracija DNA (ug/mL) = OD260 X faktor razrjedenja X 50 pg/mL

OD260 — opticka gusto¢a uzorka na 260 nm; 50 ug/mL — koncentracija dvolanéane DNA koja
odgovara OD260 od 1 (Barbas i sur., 2007).

B) Cistoéa izolirane DNA procjenjuje se na temelju omjera apsorbancije pri valnim
duljinama od 260 nm i 280 nm (A260/A280) budu¢i da apsorbancija na 260 nm odgovara
apsorpcijskom maksimumu DNA, a na 280 nm nalazi se apsorpcijski maksimum aromatskih
aminokiselina i proteina. Omjer apsorbancija A260/A280 od 1,7 — 1,9 ukazuje na visoku ¢istocu
DNA bez prisutnosti proteina. Nizak omjer (< 1,7) ukazuje na kontaminaciju uzorka DNA s

proteinima.
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3.4. Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (PCR)

Lancana reakcija polimerazom (PCR, engl. polymerase chain reaction) naziv je
metode koja se koristi za izuzetno brzo i precizno umnozavanje specifi¢nih dijelova DNA iz
male koli¢ine pocetnog uzorka DNA. Svaki se ciklus PCR sastoji od 3 koraka — denaturacije,
sljepljivanja pocetnica i elongacije, koji se provode u razliCitim uvjetima temperature i
vremena. Denaturacija predstavlja korak razdvajanja dvolanéane DNA u pojedina¢ne lance
djelovanjem visoke temperature, a obi¢no se provodi 20 s na 94 °C. Jednom kada su lanci DNA
razdvojeni, na njih se mogu vezati komplementarne oligonukleotidne sekvence koje se nazivaju
pocetnice. PocCetnice se odabiru ovisno o sekvenci DNA koja se zeli umnoziti, trebaju biti
komplementarne krajnjim regijama DNA koje omeduju ciljnu sekvencu. Ukupno se Koriste
dvije razli¢ite pocetnice — jedna komplementarna vodecem, a druga komplementarna tromom
lancu DNA. Sljepljivanje pocetnica obi¢no se odvija na temperaturi od 55 °C tijekom 20 s.
Korak elongacije odnosno sinteze komplementarnog lanca DNA ugradnjom odredenih
deoksiribonukleozid-trifosfata (ANTP) od 5' prema 3' kraju kataliziran je Taq polimerazom.
Specifi¢nost ove polimeraze jest §to je izolirana iz termofilne bakterije Thermus aquaticus zbog
Cega je stabilna pri visokim temperaturama koje su neophodne za PCR. Preporucena optimalna
duljina sekvence za umnazanje iznosi 150 — 200 parova baza kako tijekom reakcije ne bi doslo
do umetanja pogresnih nukleotida §to je izuzetno bitno. Uobicajeno se elongacija provodi
tijekom 30 s na temperaturi od 72 °C, budu¢i je to optimalna temperatura za aktivnost Taq
polimeraze. Broj novosintetiziranih lanaca moze se iskazati kao 2", pri ¢emu je n broj ciklusa

PCR-a.

Ovakva izvedba PCR-a omogucéuje isklju¢ivo umnazanje pocetnog kalupa DNA te
je za bilo kakve dodatne informacije o toj sekvenci DNA potrebno pristupiti dodatnim
analizama. Zbog toga su osmisljene razli¢ite modifikacije PCR-a u kojima se istovremeno mozZe

umnazati ciljna sekvenca DNA, ali i dobiti odredena informacija o njoj.

Jedna od najpoznatijih modifikacija PCR-a jest kvantitativni PCR (qPCR, engl.
quantitative PCR) ili PCR u stvarnom vremenu, koji omogucuje kontinuiranu analizu produkata
za vrijeme njihove amplifikacije. Jedna od poznatijih izvedbi gPCR-a je Tagman® metoda. Ona
u svojoj izvedbi dodatno zahtjeva Tagman® sonde koje su kratki jednolanéani oligonukleotidi
komplementarni slijedu nukleotida unutar sekvence DNA koja se Zeli umnoZiti i za nju se veZu

istovremeno s pocetnicama. Ove sonde na jednom kraju imaju vezanu fluorescentnu boju koju
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registrira detektor, a na drugom prigusivac. PriguSiva¢ ima svojstvo apsorpcije valne dulje
emitirane fluorescencije ukoliko se nalazi na udaljenosti od nekoliko nanometara (10-100 A).
To znaci sljedece, ukoliko su fluorescentna boja i prigusiva¢ medusobno blizu — odnosno vezani
na istu sondu, do¢i ¢e do potpune apsorpcije fluorescencije i ona se nece biljeziti. Ta se pojava
naziva fluorescentni rezonantni prijenos energije (FRET, engl. florescence enery resonance
tranfer). Prigusiva¢ nakon toga emitira zracenje, ali na drugoj valnoj dulji koja se ne detektira.
Osobina nekih polimeraza jest, osim $to imaju 3'—5' endonukleaznu aktivnost kojom ugraduju
dNTP-ove u rastuci lanac, takoder imaju i 5'—3' egzonukleaznu aktivnost koja im omogucuje
kidanje dNTP-ova koji se nalaze ispred njih. Upravo tu aktivnost posjeduje i Tag polimeraza,
a omogucuje joj kidanje TagMan® sonde koja se nalazi vezana na DNA sekvenci ispred nje.

Tada dolazi do razdvajanja fluorescentne boje i prigusivaca te se detektira fluorescencija.

Specifi¢nost ove enzimske aktivnosti i ove metode jest kako ¢e do cijepanja sonde
do¢i samo ukoliko je ona savr§eno komplementarna kalupu DNA. Ukoliko nije, tada nailaskom
Taq polimeraze ne¢e do¢i do njenog cijepanja ve¢ jednostavno do odvajanja kompletne sonde
s kalupa (Slika 7.). To svojstvo koristi se pri pronalazenju tockastih mutacija u ciljanoj
sekvenci. Upravo zbog toga Sto se test temelji na cijepanju sonde djelovanjem 5'—3'

egzonukleazne aktivnosti polimeraze, ova metoda ponekad se naziva i 5'- nukleazni test.
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Slika 7. U TagMan® metodi koriste se dvije sonde koje se razlikuju po vezanoj fluorescentnoj
boji i slijedu nukleotida. Ovisno o tome koja sonda je komplementarna DNA lancu koji se
umnaza, do¢i ¢e do o€itavanja samo jedne fluorescentne boje (homozigoti divljeg ili mutiranog

tipa) ili obje fluorescentne boje (heterozigoti) (preuzeto i prilagodeno prema www.applied-
maths.com).
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3.5. Genotipizacija alela CYP2J2 *7

U ovom radu qPCR-om temeljenom na TagMan® principu genotpiziran je alel
CYP2J2 *7 (rs890293). U odsutnosti alela *7, rezultat se izrazava kao *1, §to predstavlja divlji
tip (engl. wild type, wt). Ova analiza ne iskljucuje postojanje drugih varijantnih alela.

Primijenjen je TagMan® Drug Metabolism Genotyping (TagMan® DME) Assay
CYP2J2 *7 (ID C_30760106_10; Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD)
koji sadrzi specificne pocetnice za umnazanje dijela gena CYP2J2 i dvije TagMan® MGB
sonde za detekciju alela *1 i *7. Sekvenca koja se umnaza i ozna¢ava sondama VIC/FAM je
TCCAGATTTGACCATTAGATGCCCA[JA/T]TCAAGCTGATATTTCCTGACTTTGG.
Obje TagMan® MGB sonde na 3'-kraju imaju prigusivaé, a na 5'-kraju fluorescentnu boju —
boja VIC® nalazi se na sondi komplementarnoj alelu divljeg tipa, a boja FAM® na sondi
komplementarnoj alelu CYP2J2 *7. Dizajn sondi MGB (engl. minor groove binder) povecava
temperaturu mekSanja i omogucéuje sintezu kra¢ih sondi uz zadrzavanje tocne alelne

diskriminacije.

Prisutnost odredenog fluorescentnog signala VIC® i/ili FAM® ukazuje na
prisutnost odgovarajuc¢ih alela kao S$to je prikazano na Slici 8. Sonda ¢iji slijed nije
komplementaran slijedu baza u genu nece se razgraditi, Sto rezultira odsustvom tog signala.

Oba prisutna alela ukazuju na heterozigotni genotip.

Drugi upotrjebljavani reagens je TagMan® Genotyping Master Mix (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) koji sadrzi sve komponentne potrebne za bilo
koji PCR — ultra Cistu AmpliTaq Gold® DNA polimerazu, dNTP-ove, ROX™ Passive
Reference i pufer. Oba reagensa pohranjuju se na temperaturi 2 — 8 °C, a prije upotrebe se

moraju promijesati.

U jazice mikrotitarske plo€ice s 96 mjesta pipetira se 11,25 pL uzorka DNA,
prethodno razrijedenog s destiliranom vodom za PCR kako bi koli¢ina DNA bila izmedu 11 10
ng, 12,5 uL TagMan ® Genotyping Master Mix te 1,25 uL. TagMan® DME Assay CYP2J2 te
konaéni volumen PCR smjese iznosi 25 plL. Mikrotitarska ploCica zatvara se pokrovnom

optickom folijom te centrifugira 3 —5 s pri 3 000 okretaja u minuti.
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Na svakoj se ploc€ici osigurava negativna kontrola u kojoj se umjesto uzorka DNA
dodaje jednak volumen destilirane, sterilne vode za PCR te pozitivne kontrole za genotipove
FUFL, *T7/*7 1 *1/*7.

Za izvodenje PCR-a koriSten je uredaj 7500 Real-Time PCR System Applied
Biosystems (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD), a
uvjeti PCR-a prikazani su u Tablici 3.

Tablica 3. Uvjeti PCR-a za genotipiziranje alela CYP2J2 *7.

Sljepljivanje

Pre-PCR Inicijacija | Denaturacija . .. Post-PCR
pocetnica i elongacija
Temperatura/ 50 °C/ 95 °C/ 95 °C/ 60 °C/ 60 °C/
trajanje 2 min 10 min 155 90s 60 s

50 ciklusa
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Slika 8. Prikaz rezultata TagMan® PCR-a. Na slici A, vidljiv je porast samo jedne
fluorescentne boje (FAM®) kojom se otkriva alel CYP2J2 *7 $to upucuje da je ispitivana osoba
homozigot za ispitivani polimorfizam. Na slici B vidljiv je porast obje fluorescentne boje (i
FAM® i VIC®) sto upucuje na osobu koja je heterozigotni nositelj alela *7. Ukoliko bi doslo

do porasta fluorescencije samo VIC® boje, osoba bi bila homozigot divljeg tipa (*1/*1).
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3.6. Statisticka analiza

Dob ispitanika iskazana je kao medijan (interkvartilni raspon), a pravilnost razdiobe
ispitana je Shapiro-Wilkovim testom. Razlika u dobi izmedu skupina ispitana je Mann-
Whitneyjevim U-testom. Kategoricke varijable prikazane su kao apsolutna i relativna
frekvencija (u obliku postotka). Za odredivanje razlika u kategori¢kim varijablama koristen je
x2 test ili Fisherov egzaktni test (zbog male ucestalosti polimorfizma u populaciji). Odstupanje

od Hardy-Weinbergove ravnoteze ispitano je koristenjem GeneCalc (www.gene-calc.pl).

Razina statisticke znacajnosti u svim je analizama odredena na 5 %.

Zbog samo jednog ispitanika s *7/*7 genotipom, genotipovi *1/*7 i *7/*7
promatrani su zajedno u odnosu na *1/*1 genotip — tzv. dominantni genski model. Dominantni
model u ovom sluc¢aju pretpostavlja da je za promjenu u riziku dovoljna prisutnost samo jednog
alela CYP2J2 *7 odnosno da heterozigoti (*1/*7 genotip) i rijetki homozigoti (*7/*7 genotip)
imaju jednak ucinak na vjerojatnost razvoja fibrilacije atrija. Ovaj model ¢esto se koristi zbog
povecanja statistiCke snage, a posebno je primjeren za case-control studije u kojima postoje

samo dva fenotipa (Liu i sur., 2021).

Stepwise predikcijom modela logisticke regresije utvrdene su nezavisne varijable
koje su se pokazale najznacajnije za vjerojatnost razvoja fibrilacije atrija. Rezultati su prikazani
u obliku omjera izgleda (OR, engl. odds ratio) i 95 %-tnoga intervala pouzdanosti (95% ClI,

engl. confidence interval) te su iskazani regresijski koeficijenti (B) i standardne pogreske.

Za statisticku obradu podataka primijenjen je RStudio v2023.06.0+421 (www.rstudio.com).

26


http://www.gene-calc.pl/
http://www.rstudio.com/

4, REZULTATI

4.1. Op¢a obiljezja ispitanika

U istrazivanju je ukupno sudjelovao 281 ispitanik, od ¢ega su 112 bile Zzene, a 169

muskarci. Fibrilaciju atrija ukupno je imalo 179 ispitanika, a trombozu 102.

Demografski podaci o ispitanicima (dob i spol) te prisutnost uobicajenih ¢imbenika
rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti prikazani su apsolutnim frekvencijama u Tablici 4. te
grafi¢ki (odgovaraju¢im postotkom) na Slici 9. Varijable su iskazane za cijelu skupinu te za
svaku podskupinu ispitanika zasebno. Podaci o dobi testirani su na normalnost Shapiro-
Wilkovim testom (p < 0,01) te je razlika u dobi ispitana Mann-Whitneyjevim U-testom.
Vidljivo je kako su ispitanici s fibrilacijom atrija starije Zivotne dobi. y? testom pokazana je
razlika u spolnoj zastupljenosti i prisutnosti hipertenzije. Svi statisticki znacajni rezultati su

naznaceni debljim tiskom (,,bold*) u tablicama.

Tablica 4. Klinicka obiljezja ispitanika i usporedba skupina s fibrilacijom atrija i trombozom.

Svi ispitanici Ispitanici s Ispitanici s i
(N _p281) fibrilacijom atrija trombozom vri'eﬁjnost
- (N = 179) (N = 102) J
Dob 67 68 64 0,018"
(IQR) (59 — 75) (60 — 75) (49-73)

M“s‘gggf"s"i 160/112 120/59 49/53 0,003*
Hipertenzija 200 136 64 0,027*
Dislipidemija 124 83 41 0,380*
Seéerna bolest 58 43 15 0,089*

IQR — interkvartilni raspon; N — broj ispitanika; * Mann-Whitneyjev U-test; * x° test
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Slika 9. Grafic¢ki prikaz razlike u skupinama ispitanika s fibrilacijom atrija i trombozom u

hipertenziji, dislipidemiji, SeCernoj bolesti, prisutnosti barem jednog alela CYP2J2 *7 (*1/*7 ili
*7/*7 genotip) te spolu.
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4.2. Distribucija genotipova i alela

U Tablici 5. prikazana je ucestalost pojedinih genotipova te uéestalost alela manje
ucestalosti (minor) istrazivanog polimorfizama u ukupnoj populaciji i svakoj podskupini
zasebno. Ucestalost minor alela *7 (T) je 6,70 % u skupini ispitanika s fibrilacijom atrija,
odnosno 3,43 % u skupini ispitanika s trombozom. Fisherovim egzaktnim testom nije utvrdena

statistiCki znacajna razlika u frekvenciji alela odnosno distribuciji genotipova medu skupinama.

Tablica 5. Frekvencija alela i distribucija genotipova medu ispitanicima s fibrilacijom atrija i

trombozom.
Svi Ispitanici s Ispitanici s
ispitanici fibrilacijom atrija trombozom p-vrijednost
(N = 281) (N = 179) (N =102)
1 1
*7[*
i (0,4 %) (0,6 %) 0 /
o1 29 22 7 s
1 (10,3 %) (12,3 %) (6,9 %) 0,220
e 251 156 95
(89,3 %) (87,2 %) (93,1 %)
0,159%
30 23 7
*7[* *1/*
IPET+ERT 0,7 %) (12,8 %) (6,9 %)
7 31 24 7
(5,5 %) (6,7 %) (3,4 %)
0,125
1 531 334 197
(94,5 %) (93,3 %) (96,6 %)

N — broj ispitanika; * — Fisherov egzaktni test

Proveden je egzaktni test Hardy-Weinbergove ravnoteze te istrazivani
polimorfizam nije odstupao od ravnoteze niti u cijelom uzroku (p = 0,986), niti u skupinama s

fibrilacijom atrija (p = 0,973) i trombozom (p = 0,938) zasebno.
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4.3. Obiljezja ispitanika s obzirom na prisutnost alela CYP2J2 *7

Ispitana je razlika u demografskim podacima ispitanika (dob i spol) te prisutnosti
rizi¢nih komorbiditeta za razvoj kardiovaskularnih bolesti s obzirom na genotip te su rezultati
prikazani apsolutnim frekvencijama u Tablici 6. i grafic¢ki u obliku odgovarajuceg postotka na
Slici 10. Osim kod dislipidemije (p < 0,01), nije uo¢ena statisti¢ki znacajna razlika u ostalim
varijablama. Budu¢i da podaci za dob u skupini ispitanika s genotipom *1/*1 ne slijede
normalnu razdiobu (Shapiro-Wilkov test, p < 0,01), razlika je ispitana Mann-Whitneyjevim U-

testom.

Tablica 6. Usporedba klini¢kih obiljezja ispitanika s obzirom na genotip.

Ispitanici s *1/*7 ili *7/*7 Ispitanici s *1/*1
genotipom genotipom p-vrijednost
(N =30) (N =251)
Dob 65,5 67 +
(IQR) (55,25 — 75,5) (59 — 75) 0,309
Muski/Zenski spol 16/14 153/98 0,436%
Hipertenzija 21 179 0,835¢
Dislipidemija 21 103 0,003*
Seéerna bolest 7 51 0,641*

IQR — interkvartilni raspon; N — broj ispitanika; * — Fisherov egzaktni test; " — Mann-
Whitneyjev U-test
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Slika 10. Graficki prikaz razlike u skupinama ispitanika s *1/*1 genotipom i *1/*7 ili *7/*7
genotipom u hipertenziji, dislipidemiji, Se¢ernoj bolesti i spolu. Statisticki znacajna razlika
vidljiva je samo u zastupljenosti dislipidemije.
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4.4, Model logisticke regresije za predvidanje vjerojatnosti nastanka
fibrilacije atrija

Selekcija nezavisnih varijabli za model logisti¢ke regresije odredena je koristenjem
Stepwise procedure te su se za predikciju razvoja fibrilacije atrija najboljima pokazali dob, spol
i prisutnost polimorfizma CYP2J2 *7.

Tablica 7. Model logisticke regresije pokazao je dob, spol i prisutnost polimorfizma CYP2J2

*7 kao nezavisne rizi¢ne faktore za razvoj fibrilacije atrija.

B Stanq_ar(_j_na p-vrijednost OR
devijacija (95% CI)
Odsjecak -2,911 0,679
pret iy B T L
Dob 0,042 0,011 < 0,001 (1’0212'943066)
Muski spol 1,097 0,278 <0,001 2,962

(1,750 — 5,066)

CI — interval pouzdanosti; OR — omjer vjerojatnosti
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4.5. Spolna razlika

S obzirom na spol kao rizi¢an ¢imbenik razvoja fibrilacije atrija, ali i prisutne znacajne razlike u omjeru muskih i Zenskih ispitanika u

cijeloj studiji te skupini ispitanika s fibrilacijom atrija, napravljena je analiza klini¢kih obiljezja i genotipova ispitanika prikazana u Tablici 8.

Tablica 8. Prikaz klini¢kih karakteristika i frekvencije genotipa *1/*7+*7/*7 po skupinama ovisno o spolu.

Muskarci Zene
(N =169) (N =112)
S fibrilacijom atrija S trombozom B S fibrilacijom atrija S trombozom .
p-vrijednost p-vrijednost
(N =120) (N =49) (N =53) (N =49)
Dob 65 64 72 66 :
0,1307 0,023
(IQR) (57,75 -74) (44 -73) 1 (66,50 — 76,50) (58 — 75)
) N 90 29 46 35
Hipertenzija 0,063* 0,2320*
(75 %) (59,2 %) (86,8 %) (71,4 %)
o N 61 17 22 24
Dislipidemija 0,082* 0,505*
(50,8 %) (34,7 %) (41,5 %) (49,0 %)
. 33 9 10 6
Secerna bolest 0,294* 0,562*
(27,5 %) (18,4 %) (18,9 %) (12,2 %)
- ) 12 4 11 3
*1/*7 ili *7/*7 genotip ~ 1% 0,047*
(10,0 %) (8,2 %) (20,8 %) (6,1 %)

IQR — interkvartilni raspon; N — broj ispitanika; * — Fisherov egzaktni test; T — Mann-Whitneyjev U-test; * — 2 test



Buduci da se prisutnost polimorfizma u skupinama razlikovala samo kod Zena (p =
0,047), dok je kod muskaraca distribucija izmedu skupina bila jednaka (p ~ 1), model logisticke

regresije ispitan je samo za Zene te su rezultati prikazani u Tablici 9.

Znacajnima su se pokazali samo dob i prisutnost barem jednog *7 alela. Zene s
prisutnim CYP2J2 *7 alelom imale su 4 puta vecu vjerojatnost razvoja fibrilacije atrija nego

one s *1/*1 genotipom.

Tablica 9. Model logisti¢ke regresije za Zenski spol pokazao je dob i prisutnost polimorfizma

CYP2J2 *7 kao nezavisne rizi¢ne faktore za razvoj fibrilacije atrija.

B Standardna _vriiednost OR
devijacija ~ P™V™ (95% CI)
Odsjecak -4,483 0,679
Prisutnost polimorfizma 4,010
(genotip *1/%7 ili *7/¢7) 1399 0,021 0.047 (11266 - 19.0414)
Dob 0,06 0,699 0,002 1,067

(1.0273 - 1.1142)

Cl — interval pouzdanosti; OR — omjer vjerojatnosti
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S. RASPRAVA

5.1. Znacajnost polimorfizma CYP2J2 *7 u vjerojatnosti nastanka fibrilacije

atrija

Cilj ovog rada bio je istraziti potencijalnu povezanost polimorfizma gena CYP2J2
i fibrilacije atrija u Hrvata. Genotipiziran je 281 ispitanik te razvrstan u skupinu s fibrilacijom
atrija ili trombozom. Iako je identificirano viSe od 10 varijanti gena CYP2J2 koje uzrokuju
smanjenu ekspresiju ili smanjenu aktivnost enzima, ¢ime posljedi¢no utjecu i na koncentraciju
njegovih metabolita, genotipiziranje je provedeno samo za alel CYP2J2 *7. Ustanovljeno je
kako taj polimorfizam u promotoru gena ima veéu ucestalost u populaciji zbog ¢ega i veéu
vjerojatnost doprinosa riziku nastanka KVB. Ucestalost polimorfizama u kodiraju¢em dijelu
gena iznosi < 1 % (Lee i sur., 2007), dok se ucestalost alela CYP2J2 *7 u razli¢itim etni¢kim
skupinama krec¢e izmedu 1,1 - 17 %. U populaciji Nijemaca i Spanjolaca, koji su vjerojatno
najblize ovoj ispitivanoj populaciji, ucestalost iznosi 6,5 % i 6,7 %, redomice (Gervasini i sur.,
2006; Hoffman i sur., 2007). S obzirom na relativno mali broj ispitanika uklju¢enih u ovo

istrazivanje, ostale varijante nije niti imalo smisla odredivati.

Prema pretrazenim literaturnim izvorima objavljenim do pisanja ovoga rada,
ucestalost CYP2J2 *7 polimorfizma nije odredivana u Hrvatskoj te ovaj rad prvi daje predodzbu
0 njegovoj ocekivanoj frekvenciji. Ucestalost varijantnog alela *7 u cijeloj ispitivanoj
populaciji iznosi 5,51 % (95 % CI: 3,51 — 7,51) $to odgovara naslu¢ivanju. Medutim, ovaj
podatak treba uzeti s oprezom buduéi studija nema reprezentativan uzorak cijele hrvatske
populacije. Dodatno, svi ispitanici imaju neku kardiovaskularnu bolest zbog koje su na terapiji
rivaroksabanom. Prema Tablici 2., vidljivo je kako rezultati istrazivanja ucestalosti
polimorfizma CYP2J2 u pojedinim podskupinama ispitanika s nekom KVB pokazuju

proturjecne rezultate.

U ovom je radu ispitana razlika u ucestalosti polimorfizma CYP2J2 *7 izmedu
ispitanika s fibrilacijom atrija i ispitanika s trombozom. Ispitanici s trombozom uzeti su iz
nekoliko razloga. Prvo, odabirom ispitanika na terapiji rivaroksabanom, koji su ispitanici
uzimali zbog jednog od gornja dva stanja, omoguéilo se uzimanje nasumicnog uzorka
ispitanika. Drugo, tromboza ima jednake ¢imbenike rizika kao i ostale KVB, ukljucujuéi i

fibrilaciju atrija, a koje podrazumijevaju prisutnost dislipidemije (poviSene razine ukupnog
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kolesterola, lipoproteina niske gustoCe, triglicerida ili snizene razine lipoproteina visoke
gustoce), Secerne bolesti, hipertenzije, puSenja i dr. (Ageno i sur., 2008; Benjamin i sur., 1994).
Na taj se nacin povezanost CYP2J2 *7 s fibrilacijom atrija procjenjuje neovisno o ostalim
¢imbenicima rizika za razvoj KVB. Trece, gen CYP2J2 nije eksprimiran u venama (s iznimkom
u varikoznim venama) te zbog toga nikako ne moze biti ukljucen u etiologiju tromboze (Askari
I sur., 2013). Stoga su dobiveni podaci specifi¢niji za povezanost polimorfizma CYP2J2 *7 sa
sréanim bolestima, odnosno u ovom slucaju, fibrilacijom atrija uz jednake ostale ¢imbenike

rizika za razvoj KVB.

Istrazivanje nije dizajnirano kao case-control, odnosno skupine nisu ujednacene po
dobi i spolu niti su ti parametri bili isklju¢ni kriteriji. Obiljezja regrutiranih ispitanika stoga
reflektiraju obiljezja cijele populacije pacijenata s KVB na terapiji rivaroksabanom. Drugim
rije¢ima, moguce je procjenjivati povezanost dobi i spola s pojedinom bolesti buduci da njihova
razdioba nije posljedica kriterija ukljucivanja, nego nasumicnog odabira reprezentativnog

uzorka.

Medijan dobi ispitanika iznosi 67 godina (IQR: 59 — 75) sto je u skladu s ¢injenicom
kako je starija dob rizi¢ni ¢imbenik za razvoj KVB. Utjecaj spola razlikuje se za trombozu i
fibrilaciju atrija. Istrazivanja su tako pokazala da muskarci i Zene imaju jednaku vjerojatnost

razvoja tromboze (www.venousforum.org), dok je vjerojatnost razvoja fibrilacije atrija veca za

muskarce (OR: 1,5) (Benjamin i sur., 1994). To je u skladu i s obiljezjima ispitanika
(prikazanima u Tablici 4.) ove studije u kojima je omjer muSkaraca i zena u skupini s

fibrilacijom atrija iznosio 2:1, a u skupini s trombozom 1:1.

Kako je ve¢ napomenuto, rizi¢ni ¢imbenici za razvoj fibrilacije atrija i tromboze
jednaki su kao i za ostale KVB. Stoga ne iznenaduje nalaz nedostatka razlike u prisutnosti
komorbiditeta dislipidemije i Seéerne bolesti izmedu skupina. Iako je y2 testom utvrdena
statistiCki znaCajna razlika u ucestalosti hipertenzije, ona se nije pokazala znafajnom u
multivarijantnoj logisti¢koj regresijskoj analizi (v. Tablica 7.). Svakako treba imati na umu da

ova studija nije obuhvatila sve rizicne ¢imbenike kao §to su npr. pusacki status 1 pretilost.

Analizirano samo Fisherovim egzaktnim testom, nije pronadena znacajna razlika u
distribuciji pojedinih alela niti genotipova (Tablica 5.). Medutim, radi se o multifaktorskim
bolestima zbog Cega je bitno identificirati nezavisne varijable povezane s bolesti, primjerice

modelom logisticke regresije. Kao $to je prikazano u Tablici 4., nezavisnim ¢imbenicima
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pokazali su se dob (OR: 1,043; 95 % CI: 1,022 — 1,066), muski spol (OR: 2,962; 95 % CI: 1,750
— 5,066) te prisutnost barem jednog alela CYP2J2 *7 (OR: 2,563; 95 % CI: 1,072 — 6,885).
Dakle, nakon korekcije za dob i spol, usporedujuci skupine s jednakim ¢imbenicima rizika za
razvoj KVB, jedino se prisutnost alela CYP2J2 *7 pokazala statisti¢ki znac¢ajnim ¢imbenikom

povezanim s fibrilacijom atrija.

Iako podaci ne omoguéuju uvid u kauzalnost prisutnosti CYP2J2 *7 alela i razvoja
fibrilacije atrija, ovakvi rezultati zasigurno su dosljedni s elaboriranom zastitnom ulogom EET
u srcu. Pojedinci s CYP2J2 *7 alelom tako imaju manju bazalnu transkripcijsku aktivnost gena,
a pokazano je kako ona dovodi do smanjene koncentracije EET i njihovog zastitnog djelovanja.
Uzimajuéi u obzir multifaktorijalnu prirodu fibrilacije atrija, malo je vjerojatno da
polimorfizam jednog gena moze imati klju¢an doprinos razvoju bolesti, ali mogao bi doprinijeti
disbalansu drugih proupalnih i fibrotickih faktora. Prema pretrazenim literaturnim izvorima do
pisanja ovog rada, ovo je ujedno i prva studija koja istrazuje potencijalnu povezanost fibrilacije

atrija i polimorfizma CYP2J2 *7.

U studijama koje istrazuju gensku povezanost s kompleksnim bolestima Cesto se
primjecuje ucinak spola. Yamada i sur. (2003) proveli su istrazivanje koje je obuhvatilo 112
polimorfizama u 71 genu kandidatu za predikciju rizika od razvoja infarkta miokarda. Kod
muskaraca je 19 polimorfizama pokazalo statisticki znacajnu povezanost, dok je kod Zena to

bilo 18 polimorfizama. Medutim, samo su 3 polimorfizma bila jednako znac¢ajna kod oba spola.

Pinnsoneault i sur. (2003), proucavajuéi dostupnu literaturu o bolesti koronarnih
arterija, depresiji 1 shizofreniji, zakljucuju da farmakogenomske studije moraju uzeti u obzir
jasne razlike izmedu muskaraca 1 Zena, buduci da se genetski ¢imbenici rizika i1 determinante

odgovora na terapiju vjerojatno znacajno razlikuju.

Analizom studija prikazanih u Tablici 2, uoc¢eno je kako je procjena povezanosti
alela CYP2J2 *7 s bolestima provedena zasebno za svaki spol samo u studijama Polonikov i
sur. (2008) te Smith i sur. (2008), te su obje studije pokazale razlike izmedu spolova. Studija
Polonikov i sur. (2008) zaklju¢uje kako postoji povezanost izmedu polimorfizma CYP2J2 *7 i
hipertenzije u oba spola, pri ¢emu su Zene nositeljice alela CYP2J2 *7 imale nesto ve¢i rizik.
Kod muskaraca je omjer vjerojatnosti iznosio 3,78 (95 % CI: 0,90 — 15,90), dok je kod Zena

iznosio 5,16 (95 % CI: 1,35 — 19,63). Valja napomenuti da interval pouzdanosti za omjer
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vjerojatnosti kod muskaraca ukljucuje 1, pa je upitno koliko je statisticki znacajna povezanost

polimorfizma CYP2J2 *7 s hipertenzijom kod muskaraca u ovoj studiji.

Smith 1 sur. (2008) istrazivali su povezanost genotipova CYP2C8 i CYP2J2 s
kroni¢nom boles¢u bubrega uzrokovanom inhibitorima kalcineurina. Iako prisutnost alela
CYP2J2 *7 nije pokazala znacajnu povezanost, utvrdena je povezanost s alelom CYP2C8 *4.
Omijer vjerojatnosti rizika od nastanka bolesti za sve ispitanike iznosio je 2,38 (95 % CI: 1,19
—4,78), za muskarce 2,82 (95 % CI: 1,15 — 6,93), dok za Zene nije bilo znacajne razlike.

Ucinak spola ispitan je 1 u ovom istrazivanju. U podskupini musSkaraca, nije
pronadena statisticki znacajna razlika izmedu ispitivanih parametara, a modelom logisticke
regresije najznacajnijima su se pokazali dislipidemija (OR: 1,906; 95 % CI: 0,957 — 3,896) i
dob (OR: 1,029; 95 % CI: 1,044 — 1,0555). Dapace, alel CYP2J2 *7 gotovo je identi¢no
raspodijeljen izmedu dvije usporedivane skupine (p ~ 1). U skupini Zena, Mann-Whitneyjev U-
test i Fisherov egzaktni test pokazali su statisticki znaajnu razliku u dobi i frekvenciji
*1/*7+*7/*7 genotipa medu usporedivanim skupinama. Iako je ucestalost fibrilacije atrija
manja u zena (51,96 %) nego u muskaraca (71,0 %), Zene s barem jednim alelom CYP2J2 *7
imale su 4 puta vecu vjerojatnost nastanka fibrilacije atrija (OR: 4,010; 95 % CI: 1,127 —
19,041).
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5.2. Znacajnost polimorfizma CYP2J2 *7 u klini¢koj medicini

| gen CYP2J2 i istoimeni enzim smatraju se vrlo bitnim zbog svoje uloge u
odrzavanju kardiovaskularne homeostaze te je sam gen intenzivno proucavan u kontekstu KVB.
Ipak, vecina istrazivanja (v. Tablica 2.) provodila se u razdoblju 2004. — 2008. godine uz
iznimke istrazivanja u indijskoj i svedskoj populaciji. U tom je razdoblju i nepobitno dokazano
kako se gen CYP2J2 i enzim dominantno izrazava u srcu i pokazuje kardioprotektivne u¢inke
na apoptozu kardiomiocita, ishemiju reperfuzijske ozljede, hipertrofije i zatajenja srca, a
njegovi metaboliti imaju vaznu ulogu u zastiti bubrezne funkcija, ublazavanju pluéne arterijske
hipertenzije i pluéne ishemije/reperfuzijske ozljede, slabljenju inzulinske rezistencije i

regulaciji metabolizma lipida i glukoze.

Medutim, uloga CYP2J2 puno je Sira od djelovanja iskljuc¢ivo na kardiovaskularni
sustav. Tako se u novije vrijeme fokus istrazivanja stavio na protuupalno djelovanje EET, a s
tim na umu provedeno je i recentno istrazivanje Hayran i sur. (2020) na temu psorijaze. Buduéi
da se CYP2J2 eksprimira i u kozi, a psorijaza podrazumijeva kroni¢nu upalnu bolest koze,
nametnulo se pitanje povezanosti polimorfizma gena CYP2J2 i u ovom stanju. | zaista,

istrazivanje je pokazalo vecu ucestalost genotipova *1/*7 i *7/*7 u bolesnika s psorijazom.

Iako istrazivanja o vezi izmedu polimorfizama CYP2J2 i rizika od razli¢itih bolesti
usporavaju, sve vise se rasplic¢e njegova fizioloska uloga. Povecana ekspresija CYP2J2 uocena
je i utumorskom tkivu, a pokazana je povezanost s tumorskim fenotipom (Chen i Wang, 2015).
Gen CYP2J2 pokazuje snaznu i selektivnu ekspresiju u tumorskom tkivu kod 101 od 130
pacijenata i u osam tumorskih stani¢nih linija. Ispitani su ucinci takve prekomjerne ekspresije
CYP2J2 i dodavanja EET u stani¢ne linije karcinoma in vitro. U cetiri razli¢ite tumorske
stani¢ne linije primijeCena je znacajna indukcija Transwellove migracije, invazija stanica,
adhezija na fibronektin, stvaranje kolonija te angiogeneza. Takoder se pokazalo da su stanice
postale otpornije na apoptozu induciranu TNF-o. Dodatna istrazivanja ukazala su na to da
CYP2J2 potice tumorske metastaze neovisno o utjecaju na rast tumora te je potaknuo rast

tumora ksenografta u modelima leukemije (Chen i Wang, 2015).

Sukladno nalazima, primjena antisense CYP2J2 transfekcije ili dodavanje
inhibitora epoksigenaze inhibirala je proliferaciju, migraciju, invaziju i adheziju stanica, te

ubrzala apoptozu. Koristenjem transgenih miseva s visokim razinama endotelijalnih CYP2
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epoksigenaza pokazano je da su ti enzimi i njihovi metaboliti kljuéni za rast primarnog tumora

1 metastaza u razli¢itim mi§jim modelima karcinoma (Panigrahy i sur., 2012).

Ovi svi rezultati jasno ukazuju na znacajnu, ali jo§ nedovoljno istrazenu ulogu
CYP2J2 u patogenezi razli¢itih vrsta karcinoma, $§to moze imati vazne terapijske implikacije.
Na primjer, Lei i sur. (2020) sugeriraju koristenje inhibitora CYP2J2 kako bi se pojacalo
antitumorsko djelovanje agonista kanabinoidnog receptora 2 u gliomu, a Allison i sur. (2017)
dokazali su da prekomjerna ekspresija CYP2J2 uklanja inhibicijski u¢inak paklitaksela na rast

tumora.

Nadalje, vazno je istaknuti da CYP2J2 nije bitan samo u metabolizmu endobiotika,
veé su kao njegovi supstrati identificirani i brojni lijekovi, §to ga ¢ini zanimljivim kandidatom
za proucavanje u farmakogenomici. Primjeri lijekova koje CYP2J2 metabolizira ukljucuju
antihistaminike (astemizol, ebastin, terfenadin), antitumorske lijekove (doksorubicin,
tamoksifen, dasatinib, nilotinib, sorafenib), imunosupresive (ciklosporin A), antiaritmike
(bufurarol, amiodaron), antipsihotike (tioridazin, mesoridazin), nesteroidne protuupalne
lijekove (nabumeton, diklofenak), antihelmintike (albendazol, fenbendazol), te antiretrovirusne
lijekove (ritonavir) (Berlin i sur., 2011; Lee i sur., 2010, Wu i sur., 2013).

lako je CYP2J2 ukljucen u metabolizam svih navedenih lijekova, prije nekoliko
godina se smatralo da je za njihov klirens ve¢inom odgovoran CYP3A4. Sli¢no djelovanje na
zajednicke supstrate djelomicno je objaSnjeno homologijom aktivnih mjesta ova dva enzima
(Lee i sur., 2010). Medutim, istrazivanje Zhao i sur. (2022) otkrilo je da CYP2J2 ima
dominantnu ulogu u metabolizmu rivaroksabana, direktnog oralnog antikoagulansa, ¢ime je

postignuta prekretnica u razumijevanju njegove uloge.

U farmakogenomici, cilj je identificirati polimorfne gene, poznate kao
farmakogene, koji su ukljuceni u metabolizam lijekova. Geneticka varijabilnost u metabolizmu
lijekova moze rezultirati razliitim razinama klirensa, vremena poluzivota i maksimalne

koncentracije lijeka u plazmi. Stoga je cilj prilagoditi dozu lijeka genotipu pacijenta.

Nakagawa i sur. (2021) istrazivali su utjecaj polimorfizma CYP2J2 *7 na
koncentraciju rivaroksabana u plazmi, ali nisu otkrili znacajnu razliku u najnizim
koncentracijama. Medutim, studija nije ukljucivala homozigotne nositelje polimorfizma

CYP2J2 *7, pa se smatra kako je potrebno istraziti i utjecaj drugih polimorfizama.

40



Simigevi¢ i sur. (2023) proveli su istrazivanje visestrukih ¢imbenika rizika za
krvarenje povezano s rivaroksabanom, ukljucujuci dob, funkciju bubrega, popratne bolesti,
popratno lijecenje i farmakogenetske podatke. Analizirani su polimorfizmi ABCB1, ABCG2,
CYP2J2 i CYP3A4/5 gena. Od analiziranih 16 pacijenata koji su razvili nuspojavu, njih ¢etvero
imalo je CYP2J2 *1/*7 genotip, a njih Sestero imalo je varijantu CYP2J2 rs11572325. Za
dodatne zakljucke o povezanosti polimorfizama gena CYP2J2 i sigurnosti primjene
rivaroksabana, svakako je potrebno provesti opseznija istrazivanja na ve¢em broju ispitanika.
Upravo takvo istrazivanje provest ¢e se 1 ukviru istrazivanja na kojem je izraden i ovaj

diplomski rad.

Osim genskih polimorfizama, aktivnost enzima CYP2J2 moze biti pod utjecajem i
razli¢itih induktora i inhibitora. Ovo je posebno vazno kod pacijenata koji uzimaju vise
lijekova, jer interakcije izmedu lijekova mogu promijeniti farmakokinetiku lijeka i povecati
rizik od nuspojava ili smanjiti u¢inkovitost lijeka. Iako se smatra da se aktivnost CYP2J2 ne
moze inducirati ksenobioticima, neki ksenobiotici mogu inhibirati njegovu aktivnost. Na
primjer, ketokonazol, lansoprazol, loratadin, mikonazol, danazol, nikardipin i verapamil mogu
smanijiti aktivnost CYP2J2 i do 90 % (Arun i sur., 2015).

Ogranicenja studije

Nije ispitana ucestalost polimorfizma CYP2J2 *7 u zdravoj populaciji, bez
prisustva KVB. Usporedba ucestalosti opisanog polimorfizma CYP2J2 *7 u zdravih ispitanika
i ispitanika s fibrilacijom atrija dodatno bi pridonijela rasvjetljavanju uloge enzima CYP2J2 u

patogenezi kardiovaskularnih bolesti, poglavito fibrilacije atrija.
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6.

ZAKLJUCCI

Ucestalost alela CYP2J2 *7 u ovom istrazivanju iznosi 5,51 % (95 % CI: 3,51 — 7,51) te je
prvi podatak o ucestalosti ovog polimorfizma u Hrvata. Ipak, ovaj podatak treba uzeti s
oprezom buduci da je dobiven na populaciji ispitanika s kardiovaskularnim bolestima te
jos$ nije utvrdeno postoji li povecana frekvencija polimorfizma u ovoj skupini.

Ispitivane skupine ispitanika s atrijskom fibrilacijom i trombozom, zbog istih ¢imbenika
rizika, nisu pokazale statisticku znaCajnu razliku u ucestalosti dislipidemije, hipertenzije i
Secerne bolesti. Ispitanici su se razlikovali s obzirom na dob i spol. Omjer muskaraca i zena
u skupinama s fibrilacijom atrija i trombozom iznose 2:1 i 1:1, redom. Podaci su u skladu
s ¢injenicom da se fibrilacija atrija ¢eS¢e razvija u muskaraca, dok ne postoji razlika po
spolu kod rizika razvoja tromboze. Medijani dobi ispitanika iznosi 62 i 67 godina, redom,
te su u skladu s ¢injenicom da je starija Zivotna dob jo$ jedan rizi¢ni ¢imbenik za razvoj
kardiovaskularnih bolesti.

lako se frekvencije alela i genotipova nisu razlikovale medu skupinama, Stepwise
procedurom odabira nezavisnih ¢imbenika povezanih s fibrilacijom atrija, utvrdeno je da
je prisutnost barem jednog polimorfnog alela (genotip *1/*7 ili *7/*7) povezana s omjerom
vjerojatnosti za razvoj fibrilacije atrija 2,563 (95 % CI: 1,072 — 6,885). Drugi znacajni
faktori bili su dob (OR: 1,043; 95 % CI: 1,022 — 1,066) i spol (OR: 2,962; 95 % CI: 1,750
—5,066).

Analizom podataka po svakom spolu zasebno, utvrdeno je da kod muskaraca nema razlike
u dobi te prisutnosti dislipidemije, hipertenzije, Se¢erne bolesti i barem jednog alela *7.
Kod Zena je pokazana statisti¢ki znacajna razlika u dobi te, bitnije, ucestalosti genotipova

*1/*7 ili *7/*7 (p = 0,047). OR za razvoj fibrilacije atrija kod Zena s tim genotipom iznosi
4,010 (95 % ClI: 1,127 — 19,041).
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7.

AP-1
ATP
AV ¢&vor
Cl

COX
CYP
DHET
DNA
dNTP
E78

EET
FAM®
FRET

HETE
HPETE
IQR
IxB
kK

IL

148
miRNA
KVB
NADPH
NF«B
oD

OR
PCR
PGG
PGH

POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA

aktivator protein 1

adenozin trifosfat

atrio-ventrikulski ¢vor

interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

ciklooksigenaza (engl. cyclooxygenase)

citokrom P450 (engl. cytochrome P450)

1,2-diol hidroksieikozatetraenska kiselina

deoksiribonukleinska kiselina

deoksinukleozid trifosfat

dijagnoza poremecaja metabolizma lipoproteina prema Medunarodnoj
klasifikaciji bolesti

epoksieikozatrienoicne kiseline

plava fluorescentna boja

fluorescentni rezonantni prijenos energije (engl. fluorescence resonance energy
transfer)

hidroksieikozatetraenske kiseline

hidroperoksi-eikozatetraenska kiselina

interkvartilni raspon (engl. interquartile range)

inhibitor kapa B

kinaza inhibitora kapa B

interleukin

dijagnoza fibrilacije i undulacije atrija po Medunarodnoj klasifikaciji bolesti
mikro ribonukleinska kiselina

kardiovaskularne bolesti

reducirani oblik nikotin adenin dikuleotid fosfata

nuklearni faktor kapa B

opticka gustoca (engl. optical density)

omjer vjerojatnosti (engl. odds ratio)

lanc¢ana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)
prostaglandin G

prostaglandin H
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PGI2
PLA2
PLC
PLD
PPARY

gPCR
ROX®
SA ¢vor
SEH
Smad
Spl
SNP
TGF-B
TNF-a
TXA2
VEGF
VIC®

prostaglandin 12

fosfolipaza A2

fosfolipaza C

fosfolipaza D

receptor aktiviran proliferatorom peroksisoma (engl. peroxisome proliferator —
activated receptor gamma)

kvantitativna lan¢ana reakcija polimerazom

crvena fluorescentna boja

sinus-atrijski ¢vor

topljiva epoksid hidroksilaza (engl. soluble epoxid hydrolase)

engl. Suppressor of Mothers against Decapentaplegic

specificni protein 1

polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism)
transformirajuéi faktor rasta (engl. transforming growth factor betha)
faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor alpha)

tromboksan A2

faktor rasta vaskularnog endotela (engl. vascular endothelial growth factor)
zelena fluorescentna boja

2 test

Mann-Whitneyjev U-test

Fisherov test
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9. SAZETAK

Enzimi citokrom P450 (CYP) imaju kljuénu wulogu u stvaranju
epoksieikozatrienoi¢nih kiselina (EET), metabolita arahidonske kiseline koji ostvaruju razlicite
zaStitne i protuupalne ucinke, prvenstveno na kardiovaskularni sustav. One poticu vaskularnu
relaksaciju, angiogenezu i fibrinolizu, djeluju protuupalno te moduliraju aktivnost ionskih
kanala. CYP2J2 je glavni enzim odgovoran za epoksidaciju arahidonske kiseline u EET u srcu
i koronarnim arterijama. Polimorfizam CYP2J2 *7 u promotorskoj regiji gena smanjuje
njegovu ekspresiju za 48 % S§to rezultira smanjenom koncentracijom EET, disregulacijom
proupalnih i profibrotickih ¢imbenika te promijenjenom aktivnosti ionskih kanala. Kako su
upravo ti mehanizmi ukljuceni u nastanak fibrilacije atrija, hipoteza ove studije jest kako postoji
povezanost polimorfizma CYP2J2 *7 i fibrilacije atrija. Budu¢i da CYP2J2 nije eksprimiran u
venama te ne doprinosi patogenezi venske tromboze, genotipizirano je 179 ispitanika s
fibrilacijom atrija te 102 ispitanika s trombozom. Ucestalost alela CYP2J2 *7 u ispitivanoj
populaciji bila je 5,51 %. Zbog istih ¢imbenika rizika za obje bolesti, nije bilo znacajne razlike
u ucestalosti dislipidemije, hipertenzije i Se¢erne bolesti, ali su se ispitanici razlikovali s
obzirom na dob i spol. Regresijsko analizom utvrdeno je kako prisutnost barem jednog
varijantnog alela *7 povecava omjer vjerojatnosti za razvoj fibrilacije atrija. Analizirajuci
podatke prema spolu, nije utvrdena razlika u uéestalosti genotipova kod muskaraca dok je kod
zena razlika bila statisticki znacajna (p = 0,047). Pripadajuci omjer vjerojatnosti za razvoj
fibrilacije atrija kod Zena iznosio je 4,010 (95 % CI: 1,127 — 19,041). Sveukupno, rezultati ovog
istrazivanja upucuju kako polimorfizam CYP2J2 *7 moze pridonijeti povecanom riziku za

razvoj fibrilacije atrija u hrvatskoj populaciji, osobito u Zena.
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9. SUMMARY

Cytochrome P450 (CYP) enzymes play a crucial role in the formation of
epoxyeicosatrienoic acids (EETs), metabolites of arachidonic acid which have various
protective and anti-inflammatory effects, particularly on the cardiovascular system. CYP2J2 is
the key enzyme responsible for epoxidation of arachidonic acid into EETSs in the heart and
coronary arteries. The presence of the CYP2J2 *7 polymorphism in the gene's promoter region
reduces its expression by 48% which, consequently, leads to decreased EET concentrations,
dysregulation of proinflammatory and profibrotic factors, and altered ion channel activity. As
these mechanisms are involved in the development of atrial fibrillation, the hypothesis of this
study is that there is an association between CYP2J2 *7 polymorphism and atrial fibrillation.
Since CYP2J2 is not expressed in veins and has no significant contribution to the pathogenesis
of venous thrombosis, 179 subjects with atrial fibrillation and 102 subjects with thrombosis
were genotyped. In the studied population the frequency of the CYP2J2 *7 allele was 5.51%.
Due to similar risk factors for both diseases, no significant differences between groups were
observed in the frequency of dyslipidemia, hypertension, and diabetes. However, differences in
age and gender were found. Regression analysis revealed that the occurrence of at least one
variant allele *7 increased the odds ratio of atrial fibrillation. The difference in genotype
frequency was not determined in men, but a statistically significant difference (p = 0.047) was
observed in women. The corresponding odds ratio of atrial fibrillation for women was 4.010
(95 % CI: 1.127 — 19.041). Overall, the results imply that the CYP2J2 *7 polymorphism may
contribute to an increased risk of atrial fibrillation in the Croatian population, especially in

women.
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PRILOG

Popis slika

Struktura molekule arahidonske kiseline (Hanna i Hafez, 2018).

Pregled metabolizma arahidonske kiseline pocevsi od njenog oslobadanja iz stani¢ne
membrane djelovanjem fosfolipaze A2 (PLA2) (preuzeto i prilagodeno prema
Tacconelli i Patrignani, 2014 te Aliwarga i sur., 2018).

Aktivacija signalnog puta NF«xB ukljucuje fosforilaciju inhibitora kapa B (IkB)
djelovanjem kinaza inhibitora kapa B (IxK) (preuzeto i1 prilagodeno prema

https://sites.tufts.edu).

Razlika u fizioloSkom provodenju elektricnog impulsa i onog kod fibrilacije atrija

(preuzeto i prilagodeno prema www.stopafib.org).

Signalni put TGF-B ukljucuje aktivaciju tirozin kinaznog receptora (preuzeto i

prilagodeno prema Meng i sur., 2015).

Izdvajanje DNA uporabom komercijalnog kompleta reagenasa QlAamp® DNA
Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka). (Preuzeto i prilagodeno prema
QIAamp® DNA Mini and Blood Mini Handbook, 2016., Qiagen, Hilden,
Njemacka).

U TagMan® metodi koriste se dvije sonde koje se razlikuju po vezanoj
fluorescentnoj boji i slijedu nukleotida (preuzeto i prilagodeno prema www.applied-

maths.com).
Prikaz rezultata TagMan® PCR-a.

Graficki prikaz razlike u skupinama ispitanika s fibrilacijom atrija 1 trombozom u
hipertenziji, dislipidemiji, Secernoj bolesti, prisutnosti barem jednog alela CYP2J2

*7 (*1/*7 ili *7/*7 genotip) te spolu.

Graficki prikaz razlike u skupinama ispitanika s *1/*1 genotipom i *1/*7 ili *7/*7

genotipom u hipertenziji, dislipidemiji, Se¢ernoj bolesti 1 spolu.
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10.1. Popis tablica

Tablica 1. Popis polimorfizama CYP2J2 i njihova povezanost s aktivnosti enzima CYP2J2 in

vitro (preuzeto i prilagodeno s www.pharmvar.org i prema Berlin i sur., 2011).

Tablica 2. Povezanost polimorfizma CYP2J2 *7 s rizikom nastanka razli¢itih bolesti

(nadopunjeno prema Berlin i sur., 2011 te Aliwarga i sur., 2018).
Tablica 3. Uvjeti PCR-a za genotipiziranje alela CYP2J2 *7.
Tablica 4. Klinicka obiljezja ispitanika i usporedba skupina s fibrilacijom atrija i trombozom.

Tablica 5. Frekvencija alela i distribucija genotipova medu ispitanicima s fibrilacijom atrija i

trombozom.
Tablica 6. Usporedba klinickih obiljezja ispitanika s obzirom na genotip.

Tablica 7. Model logisti¢ke regresije pokazao je dob, spol i prisutnost polimorfizma CYP2J2

*7 kao nezavisne rizicne faktore za razvoj fibrilacije atrija.

Tablica 8. Prikaz klini¢kih karakteristika i frekvencije genotipa *1/*7+*7/*7 po skupinama

0ovisno o spolu.

Tablica 9. Model logisticke regresije za zenski spol pokazao je dob i prisutnost polimorfizma

CYP2J2 *7 kao nezavisne rizi¢ne faktore za razvoj fibrilacije atrija.

56


http://www.pharmvar.org/

11.

TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA/
BASIC DOCUMENTATION CARD

57



Temeljna dokumentacijska kartica

Sveuciliste u Zagrebu Diplomski rad
Farmaceutsko-biokemijski fakultet

Zavod za medicinsku biokemiju i hematologiju

Specijalna podrucja klinicke biokemije

A. Kovacic¢a 1, 10000 Zagreb, Hrvatska

ULOGA POLIMORFIZAMA GENA CYP2J2 U KLINICKOJ MEDICINI

Magdalena Jurié¢

SAZETAK

Enzimi citokrom P450 (CYP) imaju kljuénu ulogu u stvaranju epoksieikozatrienoi¢nih kiselina (EET), metabolita
arahidonske kiseline koji ostvaruju razli¢ite zastitne i protuupalne uéinke, prvenstveno na kardiovaskularni sustav. One poticu
vaskularnu relaksaciju, angiogenezu i fibrinolizu, djeluju protuupalno te moduliraju aktivnost ionskih kanala. CYP2J2 je glavni
enzim odgovoran za epoksidaciju arahidonske kiseline u EET u srcu i koronarnim arterijama. Polimorfizam CYP2J2 *7 u
promotorskoj regiji gena smanjuje njegovu ekspresiju za 48 % $to rezultira smanjenom koncentracijom EET, disregulacijom
proupalnih i profibroti¢kih ¢imbenika te promijenjenom aktivnosti ionskih kanala. Kako su upravo ti mehanizmi ukljuceni u
nastanak fibrilacije atrija, hipoteza ove studije jest kako postoji povezanost polimorfizma CYP2J2 *7 i fibrilacije atrija. Bududi
da CYP2J2 nije eksprimiran u venama te ne doprinosi patogenezi venske tromboze, genotipizirano je 179 ispitanika s
fibrilacijom atrija te 102 ispitanika s trombozom. U¢estalost alela CYP2J2 *7 u ispitivanoj populaciji bila je 5,51 %. Zbog istih
¢imbenika rizika za obje bolesti, nije bilo znacajne razlike u ucestalosti dislipidemije, hipertenzije i Se¢erne bolesti, ali su se
ispitanici razlikovali s obzirom na dob i spol. Regresijsko analizom utvrdeno je kako prisutnost barem jednog varijantnog alela
*7 povecava omjer vjerojatnosti za razvoj fibrilacije atrija. Analizirajué¢i podatke prema spolu, nije utvrdena razlika u
ucestalosti genotipova kod muskaraca dok je kod zena razlika bila statisticki znacajna (p = 0,047). Pripadajuéi omjer
vjerojatnosti za razvoj fibrilacije atrija kod Zena iznosio je 4,010 (95 % CI: 1,127 — 19,041). Sveukupno, rezultati ovog
istrazivanja upuéuju kako polimorfizam CYP2J2 *7 moze pridonijeti pove¢anom riziku za razvoj fibrilacije atrija u hrvatskoj
populaciji, osobito u Zena.

Rad je pohranjen u Sredi$njoj knjiznici Sveudilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.

Rad sadrzi: 56 stranica, 10 grafickih prikaza, 9 tablica i 82 literaturna navoda. Izvornik je na hrvatskom
jeziku
Kljucne rijeci: bioaktivni lipidni medijatori, CYP2J2, epoksigenaza, kardiovaskularne bolesti,

polimorfizmi gena, viSestruko nezasi¢ene masne kiseline

Mentori: Dr. sc. Dunja Rogi¢, izvanredni profesor Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta.
Dr. sc. Livija Simi&evié, visi asistent Sveucilista u Zagrebu Medicinskog fakulteta

Ocjenjivaci: Dr. sc. Dunja Rogi¢, izvanredni profesor Sveucilista uZagrebu Farmaceutsko-biokemijskog
fakulteta.
Dr. sc. Livija Simidevié, visi asistent Sveudilista u Zagrebu Medicinskog fakulteta
Dr. sc. Anita Somborac Bacura, docent Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog
fakulteta.

Rad prihvacen: lipanj 2023.



Basic documentation card

University of Zagreb Diploma thesis
Faculty of Pharmacy and Biochemistry

Department of Medical Biochemistry and Hematology

Special Areas of Clinical Chemistry

A. Kovacica 1, 10000 Zagreb, Croatia

THE ROLE OF CYP2J2 GENE POLYMORPHISMS IN CLINICAL MEDICINE

Magdalena Juri¢

SUMMARY

Cytochrome P450 (CYP) enzymes play a crucial role in the formation of epoxyeicosatrienoic acids (EETS),
metabolites of arachidonic acid which have various protective and anti-inflammatory effects, particularly on the cardiovascular
system. CYP2J2 is the key enzyme responsible for epoxidation of arachidonic acid into EETs in the heart and coronary arteries.
The presence of the CYP2J2 *7 polymorphism in the gene's promoter region reduces its expression by 48% which,
consequently, leads to decreased EET concentrations, dysregulation of proinflammatory and profibrotic factors, and altered ion
channel activity. As these mechanisms are involved in the development of atrial fibrillation, the hypothesis of this study is that
there is an association between CYP2J2 *7 polymorphism and atrial fibrillation. Since CYP2J2 is not expressed in veins and
has no significant contribution to the pathogenesis of venous thrombosis, 179 subjects with atrial fibrillation and 102 subjects
with thrombosis were genotyped. In the studied population the frequency of the CYP2J2 *7 allele was 5.51%. Due to similar
risk factors for both diseases, no significant differences between groups were observed in the frequency of dyslipidemia,
hypertension, and diabetes. However, differences in age and gender were found. Regression analysis revealed that the
occurrence of at least one variant allele *7 increased the odds ratio of atrial fibrillation. The difference in genotype frequency
was not determined in men, but a statistically significant difference (p = 0.047) was observed in women. The corresponding
odds ratio of atrial fibrillation for women was 4.010 (95 % CI: 1.127 — 19.041). Overall, the results imply that the CYP2J2 *7
polymorphism may contribute to an increased risk of atrial fibrillation in the Croatian population, especially in women.

The thesis is deposited in the Central Library of the University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry.

Thesis includes: 56 pages, 10 figures, 9 tables i 82 references. Original is in Croatian language.

Key words: bioactive lipid mediators, cardiovascular diseases, CYP2J2, epoxygenase, gene
polymorphisms, polyunsaturated fatty acids

Mentori: Dunja Rogié, Ph.D./Associate Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry
Livija Simi¢evié, Ph.D./ Senior Assistant, University of Zagreb School of Medicine

Ocjenjivaci: Dunja Rogié¢, Ph.D./Associate Professor, University of Zagreb Faculty of Pharmacy and
Biochemistry
Livija Simigevi¢, Ph.D./ Senior Assistant, University of Zagreb School of Medicine
Anita Somoborac Badura, Ph.D./ Assistant Professor, University of Zagreb Faculty of
Pharmacy and Biochemistry

The thesis was accepted: June 2023.



